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PBOLOGO
Las Investlgaoiones que se ezponen en este traba 
jo oontlnuan j tlenden a ooB^letar los estudlos Inloia-» 
dos en EspafLa por el insigne Profesor Marcilla y sus co- 
labor adores que fueron los prLmeros en demostmr que los 
velos foimados sobre los vinos de Montilla y Jerez esta- 
ban oonstituidos por levaduras perteneoientes aüL génère 
Sacohaixmyoes y no al género que entonces se llamaba % -  
codetma, oomo crela entre otros Hooques* Este heoho des- 
pert6 micho interés entre los miorobiélogos, oomo lo de 
mestran los suoesivos trabajos de Prostosserdov» Be Oas- 
tella, Shanderl y otros.
El Profesor Mardlla, en los Anteoedentes de su 
trabajo sobre las levaduras que forman velo sobre vinos 
(44); decia* **Es preciso* para deteminar si estas leva­
duras ezisten sobre el f ruto y predominan o no en la fs£ 
mmtaoidn esponténea dqlos most os, proourar investigar 
la flora normal sobre los frutos y en las diverses fases 
de la fermentacién; lo que supone un estudio largo y pe- 
noso; pero que deberd ser heoho alguna vez para las diver 
sas zonas viticolas y los distintos tipos de elaboracidn; 
si han de conseguirse reales progie sos en. la forma de - 
conducir las fermentaoiones en cada caso."
Nuestro estudio se ha extendido prinoipalmente a 
la microbiologia del proceso, tanto de las fases fezmei^ -
tatlvas del mosto ocmo de la posterior orianza del vino 
résultante. Se ha tornado en oonsideraeidn la aona viti- 
oola ouyo oentro es MdntiUa j Los Moriles, aplioando a 
su estudio sistemdtioo las teonicas y modalidades del - 
Profesor Castelli y su escuela de Perugia.
De estos estudios miorobioldgioos; ha result ado 
la identifioaoién de una nueva espeoie que proponemos - 
con el nombre de Saocharomyoes montuliensis.
Dado el oardoter aplio atiVo que se imprime a es 
tos trabajos se ha efectuado una seleocidn ebtre todas 
las eepas de levaduras aisladas an fase farmentativa - 
con objeto de escogar aquellas que pue dan ser ventajosa 
mente usadas an la indus tria, realizdndose oon las mis- 
mas ensayos de fermenta oiones controladas eon miras a - 
recabar resultados de interds prdctico.
Se han estudiado, desde un punto de vista fisio 
IdgicO; las especies de levaduras aisladas en fase de - 
velo haciendo un estudio comparativo oon especies aisla 
das en la tercera fase fermentative tratando de uar su 
posible utilidad oomo agentss de fermentacién y per dl- 
timOy se han seleocionado aquellas de positiva utilidad 
para la orianza del vino.
OARACTERISTICAS VITIVINICOIAS DE LA ZONA.
TBRRBNO Y O L m
La aona de Montilla y los Morlles, y oen esta de 
nomlmolén quiere Indioarse toda la reglén que geogrlfi- 
0ameute eomgrende la parte méridional de la proyinoia de 
Côrdoba oon los téxminos municipales de Montilla y Los Mo 
riles y Aguilar de la Prontera, Luoena y Puente Genii, ej[ 
t£ fcrmada por pequefLas oolinas con terrenos de foimaoién 
reciente, en su mayor parte de finales del periodo ter —  
ciariOy y oonstituldo por margas compactas, prinoipalmen 
te, oon un elevado oontenido en oaliza, especialmente On 
el famoso page de Los Morilas* Los mejores para la pro- 
duociôn de uva en euanto a finura y calMad, son las ”al- 
barizas*’, tiarras de color blanquecino, con un oontenido 
del 30 al 50 por ciento en caliza y proporoiones varia­
bles de arcilla y arena.
El dima es maroadamente continental, oon invier- 
nos (srudos y veranos muy calurosos. Las Iluvias son es — 
casas, oadlando entra 400 y 500 mm anuales y repartideis 
prinoipalmente en las estaciones de primavera y otoîLo*
nSms
Le uva, cultivada cas! exolusivemente, es la lla^ 
mada **Pedro Ximenez”, oriunda del Rhin y que segdn es -
tmdlclén faé tralda por un aoldado de as te nombre de - 
los tercios de Oarlos V. Es de una redondes oasi per —  
feota, y de plel trasldelda y proporoiona mes tos soay - 
dulces, extraordinariamente flnos, de 13, 14 y haaka - 
15& Bé, y poco ioidos, oan menos de 4 gramos por litre 
en doido tartdrieo.
La oepa "Pedro Ximenes" es de porte bastante er 
guido, hojas medianas o peque&as, lampi&em, lobadas, - 
oon senos estzeohos, raoimos no muy grandes, algo ovales, 
bastante apretados.
De la uva y por pasifioacién al sol, se obtienen 
mostos afrutados de 30-32 grades Baamé que son muy apra- 
oiados por sus aplioaeiones m  bodegas.
lesabién, y oomo oepas secundarias que dan mostos 
de menor grado de dnloe, son oultivadas las oepas llama- 
das "Briadl Tardejo", "Baladi", "Lairén" y "Mosoatel".
ELàBŒULOIW DEL TIHO
La vendimia en esta zona es bastante temprana y 
gemralmente tiens lugar en la primera quinoena de sep-> 
tienbre. La recogida de la uva suele haoerse en dos o - 
mds vuéLtas oon objeto de cortar solo el fruto maduro#- 
Los raoimos son transportados entonoes a los lagares, don 
de tiens lugar la pisa y prensada de los mismos para la 
obtenoién de mostos que se proêama resulten finlsimos, -
utillzando los métodos trftdieionaies, ssonque setuidmen- 
te se estdn introduclendo nxmvas téenjo as eon el empleo 
de maqulnazda moiema.
El enyesado, consistente en afladir sulfate c4l-» 
cico pure, espolvoredndolo sobre la uva sin haber side 
pisada adn, es prdctica taabién pexmitida por la Ley pa 
ra los vinos de esta zona. Con el enyesado se eonsigae 
una disminuoién del ÿd de los vinos résultantes sin au- 
mentar sensiblemente la acidez total, ayudando admds - 
la preaenoia de iones calcic a la olarificacidn, que se 
verifies mis r^ldamente que en los vinos no enyesados.
Tambiin se esti iaponiendo actualmente el use - 
del anhidrido sulfuroso en la vinifioaoién. Su aplioa- 
cidn es cuidadosamente dosificada ya que si bien es oleg, 
to que el sulfuroso élimina aquellas levaduras que» de - 
bide a su metabolismo inpuro, no resiltan adeouadas pa­
ra la fermentacién y sin embcurgo es bien tolerado por - 
las mis idéneas, también hay que tener en cuenta que es­
tos vinos BOh, m  su mayoxia destix&dos a orianza y las 
levaduras que originan la "flor" toleran mal un ezoeso 
de este anhidrido oon lo que si velo se desarroUa oon 
manifiesta dificultad y puede llegar a no desarrollarse.
Tmbiin es ample ado el icido tartirioo para la 
oorreocién de la aoidez de los mostos ya que estos, de- 
bido al eztraordinario grado de madurez aloanzado per - 
la uva, re sultan muy pooo ioidos; sin embargo esta oo—  
rreccién es de pooa cuantla dada la finura conque quia-
ran obtenerse los vinos.
So utilizan para la f#%mmtaoi6n donos o tinajas 
da cemento da 140 a 300 arrobas da osgaoldad, reeipian—  
tes que por su grân volumen ofrecen vœtajas de tipo eeo 
némico y de loanlpulaoién* La temperatura del oaldo en - 
farmentaoién se eleva bastante pero las levaduras indlge 
nas contlnuan su actuaoién inoluso por enolma de los 35 
grades, sin que la fermentacién se detenga» Esta eleva- 
da temperatura se traduce en mermas de liquide y en për- 
didas de alcohol. Para ecHtarlas en parte, en muohas bo­
degas no se llenan las tinajas de una vez, sino en relle- 
nos ai cesivos, generalmente très, con intervalos de va- 
rios dlas entre elles, oon el fin de detener por algunas 
horas la fermentacién tumultuosa y refrescar el mosto.
Las tinajas, que estdn muy prézimas entre si, qg 
si tooÂndose, se van reLlenando altemadsmente, esto est 
primero las pares de cada hilara y cuando estas ya estan 
llenas, se rellenan las impares, oon objeto de favorecer 
la eliminaoién del calor producido. Le todos modos, la 
temperatura suele aloanzar los 35 grades, porque siendo 
la vendimia muy temprana, el tienpe es todavla muy oalu- 
roso y son frecuentes las temperatures mbientales de 25 
grades, o mis, en el inter!er de los lagares. El mosto 
entra en los cones a 23-25 grades en muchas ooasiones y 
siendo muy rico en azucar, corne hem es dicho, tiene lugar 
con gran rapides una fermentacién muy tumultuosa. Àde-
mis, la adopclén de precauolones esti eondielonada por 
la rapides en la entrada de la uva y en el apogeo de - 
la vendimia résulta difioil impedir la elevaoién de la 
tttDperatura.
Con respeoto a la zona de Jerez, enoontramos - 
aqul una diferencia fundamental y es que en esta regiôn 
los mostos fermentan en bot as de 30 arrobas oon lo que 
dado este pequefio volumen, y el suave olima oto&al no 
se produoen las elevaoionss de temperatura tan frecuen 
tes en Montilla. Una vez efeotuado el deslio, estas - 
mismas botas son Iob que se usan en la orianza.
Conoluida, pues, la fermentacién, el deslio se 
realize de enero a marzo y segdn el tipo de vino obten^ 
do es destlnado a las distintas elaboraoiones posterlo- 
res.
Normalmente, los vinos quedan seoos pero no es 
infreouente que queden con algo de azucar sin consumir, 
"abooados”, esto sin embargo no es un grave inoonvenieg 
te sino que mis bien una ligera ventaja dado que estas 
mlnimas cantidades de aziloar son ripidamente metaboli—  
zadas por las mismas levaduras que originan los velos, 
desarrollindose éstos con gran rapides.
Los vtnos, que por sus caracterlsticas son des- 
tinados a "finos", son encabezados, si lo preoisan, - 
oon alcohol de gran calidad hasta elevar eu oontenido 
alcohélico a 15 é 16 grades. Se pasan a botas de 30 -
arrobas de oapaeidad, ooxsstnddas oon madera de robla, 
en la que se deja aproximadamente la sexta parte en v% 
olo. En estas oondiolones, si la temparatura no es dg 
masiado slta, ni baja en exoeso, con preferencia las - 
ooaofr endidas entre 15 y 18 grades, no tardai en spare- 
car el tipioo "velo", pzimero en islotes que van aumeg 
tandd de tamaâo hasta llegar a unirse unos oon otros y 
oubrir totalmmte la superficie del vino.
Entra, asl, el vino en orianza. Consiste esta 
en dicrponer una serie de botas oolooadas unas enoima - 
de otras formando largas hilaras, de hasta très y oua- 
tro pisos. Generalmente, oada piso oontiene un mismo 
tipo de vino y en idéntioo grade de orianza. k estos 
distintos pisos se les suele denominar "esoalas". La 
esoala oon vino mis viejo oonstituye la Solera, ooupag 
do ésta siempre la fila mis baja, la mis oercana al sue 
lo, y aicediéndose por enoima de ellas las filas de bo­
tas que oonstituyen las dis tintas "oriaderas", llegdn- 
dose al vino del a£Lo, al que se suele llamar "mosto".
Eonaalmente existen dos o très oriaderas.
En el fondo de oada bota van siendo sehalados 
oon tiza el tipo de vino que va originindose, asl oomo 
el orlgen del mosto y datos partioulares de oada bode­
ga^
Cuando el oatador lo créa qportuno se realizan
hTinajas de fermentacidn
Bodega de orianza
■
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algonos tratazientos, oomo la olarlflcaol6n, ai aoaso - 
un mevo deslioÿ haata llegar el memento oportuno del - 
pase de una oriadera a otra. Estos trasiegos nunoa son 
totales y oasi siempre van detemiimdoa por las "saoas" 
de vino de la solera, que es repuesta hasta su volumen 
normal oon vino de la primera oriadera y esta oon el de 
la segunda y asl suceslvamente. Se realizan los trasie­
gos con j arras y embudos; los embudos llevan en su ex —  
tremo un tubo con abundantes orificios pequehos, los 
llamados "rociewiores", que tienen por objeto que el nue- 
vo vino caiga sin destruir el velo y sin producir grandes 
agitaciones y recibiendo el vino a la vez q*a may benefi- 
closa aireacidn, necesaria para eL normal desarroUo de 
las levaduras que oonstituyen la "flor".
Se obtiens asl el tlpico vino de esta regién, - 
el "fino-amontillado", pdlido, de perfume penetrants, - 
con 15 a 17 grades de riqueza aloohâlica y que a la bo­
os son ligeros, levemente amorgosos y con una delioadez 
especial e inconfundible.
May tlpioos tsmbién de esta regién, y de extra- 
ordimria calidad, tanto como para originar elkboraoio- 
nes seme jantes en Jerez, son los " amont illstdos". Estos 
se obtienen a partir de vinos que ya llevan hasta sais 
ahos de orianza, entonoes son encabezados con diferen —  
tes rociados de alcohol hasta una graduacién bastante - 
alta, alrededor de los 18 g» dos con lo que la vida de
las levaduxas que oonstituyen el velo se hace imposible 
y este desapareoe y siguiéndose entonoes un sfLej soient o 
debido linioemente a causas quladcas y Msico-qulmicas.
Otro tipo, aunque menos freouente, son los "olo 
rosos". Estos vinos se obtienen encabezando el vino - 
del aSo en el momento del deslio o desoube hasta 18 6 - 
19 grades con lo que el valo no llega a desarroUar y 
son pues sons tides a un enve jecimlento puramente qulmi- 
00 y flsico-qulmioo sin intervencién alguna de envejeci- 
miento biolégico.
PRODDaCCIQN Y SU VALOR
Insert emos a oontinuacién los datos referent es 
a la produccién de uva y vino de la provincia de C6rdo- 
ba en el a&o 1957 en que tuvo lugar el comienzo de nues­
tro trabajo» Hay que hacer rasaltar que, aunque los da­
tos se zefieren a la total id ad de la provincia de Qérdo- 
ba — c m  otras zonas ^poductoras—  es indudable que el 
foco p%inoipalisimo de produocién es la zona de Monti —
Ua-Moriles, objeto de nuestro estudio (39).
Siqperficie en produociént 10.490 Has.
Rendimiento en Oats» de uva por Ha. % 33»4
Produocién de uva: Total: 350.564 Qms.
Oonsumo: 20.300 Qms.
Para vinoi330.264 Qms.
Hendlmiento en litres de vino por Qm. do uva: 60
Produoci6n total de vino: 198.158 HI.
Valor de la produccidn en miles de pts.:
Total 77.887
Consumo 4.568
Vino 73.314
PRIMERA PARTE 
I.- MICRQBKSL06IA LE LA PERMEMAOICHI
ANTECEDENTES HISTORICOS
Pué el holandée Antonj van Leeuweahoek qulén, en 
1680, primero observé células de levaduras en mosto de - 
uva en plana fermentacién, utilizando para ello unos ru- 
dimentarios microsoopios que él mismo oonstrula. Comui^ L 
cé sus experienoias a la Royal Society de Londres en una 
serie de cartas escritas en su idioma, aœ mpaSadam de cUL 
senos de la observado.
En 1828, Desmazieres afirmé lo que Leeuwenhoek - 
habla desoubierto, siendo Cagniard-Latour poco después, 
en 1837, el que danostré que la levadura de vino estaba 
formcula por organismes vivos perteneclentes al reine ve­
getal y que eran capaces de reproducirse. En el mismo - 
aho, el alemdn Schwann después de sus experiencias, afij» 
mé que en toda fermentacién alcohélica estaban présentas 
células de levadura»
Es en 1838 cuando Ifeyen denomina a estos végéta­
les Saccharomyces aludiendo a la propiedad de estos hon- 
gos de consumir azdcar, denominacién que perduré durante 
muoho tiempo para aquellos lÉleroorganismos unicelulares 
que ae reproducen por gemacién (40)»
Se suscita durante estos ahos la célébré polémi- 
ca entre Liebig y Pasteur, ya que él primero reohazaba - 
el origan biolégico de la fermentacién, oonsidefando la 
oélula de levadura como una parte de la sustancia femen
tadora, que se hallaba en la fase de dlvisién, transai- 
tléndose la energla llberada asl a la moléoula de ami —  
car, provocando el desdablamiento en alcohol y anhidri­
do carbénico, desdohlandento que por otra parte era ya 
adultido merced a los estudios de Gay-Lussao y los pos- 
terLores de Dumas y BouUayf que finalmente estahlecie- 
ron lo que actualmente se eonoce oomo eouacién de Gay- 
Lussac, es decir que la molécula de glucosa, al ser deg 
doblada, origins dos moléculas de anhidrido carbônico y 
dos de etanol» El gran sabio francés Louis Pasteur, 
oon una serie coBq)letlsima de experiencias demostrd to— 
talmente el papel desarrollado por las levaduras en la 
fermentacién alcohélica y en 1876 emit lé su teorla de - 
la fementacién en 1 a que mantiene que las células de - 
levadura vivas se ven obligadas en ciertas condiciones 
a vivir al resguardo del aire, trabajando entonces como 
agentes fermenta tivos (30)»
Durante el transcurso de estos mismos ahos, una 
serie de boténicos se aplican al estudio de estes micro- 
organismos, asl en el ano 1868 Seynes descubre la espo- 
rogenesis en ciertas levaduras, carâcter de enorme im —  
portancia para su clasificaoién e identificacién; dos - 
ahos después, Rees observa en numéro sas levaduras espo- 
ras y hace resaltar esto como caracterlstica de gran %  
portancia del género Saccharomyces* Da una primera cia 
sificacién de las especies de Saccharomyces basada en - 
sus diferentes formas oelulares, aunque as Hansen quien,
ahos después demestra que este caréoter no es dlstlnti- 
V0| dado que una mjmma levadura puede pressa tar, en dlfe 
rentes oondioiones, distintas formas.
A partir de 1880, el danés Emil Chr. Hansen ini- 
cia sus estudios sobre la fisiologia de la fermentacién 
y de los microorganismos. Enpleando el método de dilu —  
clones sucesivas logra la obtencién de oxltivos pures y 
afirma que algunas de las enfermedades de la cerveza no 
eran causadas por bacterias, como afirmaba Pasteur, sino 
que se debian a detexminadas especies de Saccharomyces y 
que las especies definidas por Rees correspondlan en rea 
lidad a varias y no a una sola. Aplica los métodos que 
Eoch eiiq>lea en bacteriologia, es decir dispersién en me­
dio liquide y fijacién posterior con gelatina; asl logra 
la ohtencién de colonias pur as y de sus experiencias con 
éstas llega a la conclusién de que el proceso feimentati 
vo debe ser llevado exclusivamente con levadura cultivsm 
da, criterio que llevé a la pràctioa en una fébrioa de 
cerveza en Copenhague.
En 1904, Hansen clasifica de modo radonal las - 
levaduras; distingue mtre esporlgenas y no esporlgenas, 
las primeras cors tituyen la familia de las Sacoharomyoe- 
tàoeas mientras que las segundas son adaitidas en los gé­
nères Térula, Ifycoderma y Cryptococcus (54).
El criterio de Hansen de enq)lear levadura pura - 
seleccionada es llevado al caispo enolégico por el botéxd
00 suizo Moller-IDhurgay en 1890. En el oureo de sue tig 
bajos, ésta aislé del mosto de uva en f ermmtaoién dos - 
tipos de levadura, a las que por su forma llamd apioula- 
das y ellptioas. RedLizé entonoes fermentaoiones en pu- 
reza con cada una de estas y oon la mescla de anbas, 009 
probando la accién desfavorable de la apiculada para la 
caljdad deO. vino obtenido, ya que ésta fermenta los azdoa 
res del mosto con un metabolismo muy impure y deduciende 
en consecuencia la necesidad de empDear levadura ellpti- 
ca solamente.
En el siglo actual son sobre salients s los esta— 
dios realiz ados por Guilliermond, en 1928 (32) refozua - 
la clasificaoién primitiva de Hansen y divide la familia 
Saoobaromyoetéceas en cinoo génères. En su obra descri­
be los métodos de diferenoiaoién utilizados y que se ba- 
san en los caractères morfolégicos, sexualidad y f emen­
tacién de diferentes azdcares.
Posteri(rmente, en 1931 destaca la obra de Ste — 
lling Dekker sobre levaduras esporlgenas (58); las de - 
Lodder en 1934 (41) y Bidden y Lodder en 1942 (25) sobre 
iBrs no esporlgenas que culminan en la extraordinaria - 
obra de Lodder y Ereger van Rij (42) en la que préconisa 
una dasificacién casi unénimemente aoeptada por todos - 
los centres cientlficos del mundo.
ANIBGBDBNIE8 BIBLIOGHAFICOS
Faé el itallano De Roesi vlendo la neoeei-
dad de eonocer cuâles y cu&atas son las levaduzms que in 
terrienen en les procesoe fermenta tlvos espontineos de - 
les moB tos de uva^ oomienza en la vendimia de 1933 estas 
investigaciones de un modo slstemàtioo en la regidn ita^ 
Ijana de Umbrla, Inlolando asf las Investigaciones moder 
nas sobre la miorobiologfa de la fermenta oién vlnioa (17) 
Tom6 en oonsideraoidn 87 most os de esta regiôn de los - 
que fueron obtenidos 397 cultives puros de levaduras, de 
mostréndose que las dos especies prédominantes eran la - 
Kloeckers apiculata y el Saooharomyces ellipsoideus. Hi- 
zo notar que, aunque raramente, el Bacoharomyces ellip - 
soideus podla faltar y que la buena marcha de la fermez^ 
tacldn era asegurada por la presencia de otras especies 
de elevado poder fermentative. Tambidn puso de manifies 
to que en algunos mostos se enoontraban solo formas api- 
cul*das dotadas de bajo poder fermentative, con lo que - 
en taies mue stras, la f arment aoidn natural no podia aae- 
gurar la obtenoién de vinos con caractères normales y - 
que en estos casos se hacia neoesario el empleo de culti 
vos adecuados de levaduras. Ademàs, se encontraron 
otros blastomicetos oon poder fermentative elevado, oomo 
el SacchELTomyces bayanus o médiane como la Torulaspora - 
rosei y la Kloeckers magna, y poder ferment at ivo bajo co
mo la Candida puloharrima.
Betas investigaciones son continuadas por Caste- 
Hi, quien va introduoiendo una serie de modificaoiones 
en la tâcnioa segaida por Be Rossi, logrando a través de 
sus trabajos la puesta a punto de una técnica de aisla —  
miento e indent if i oaoi 6n de Isvaduras vlnioas perfectlsi 
ma, que es la que se sigue pràcticamente en todos los - 
trabajos que se desarrollan posteriormente, y oon la que 
se identifican una serie de mioroorganlsmos en mostos de 
numérosas régiones vitivinioolas italianas, por este - 
autor y sus oolaboradores.
Asl, en 1936 es estudiada por Castelli la zona - 
de Chianti, donde se produce èl oélebre vino de igual de- 
nominacidn. Fueron eaaml nados $25 eultivos puros de le —  
vaduras enoontréndose tambidn que las espeoies prédomi­
nantes eran la Heokêrs apiculata y el Saooharomyces - 
ellipscLdeus. También se enoontraron la Torulaspora rc- 
sei y la Candida pulcherrima aal como otras mâchas espe­
cies, fidgunas de las cuales espaces de producir gran can 
tidad de alcohol, como Sacoharcmyoes uvarum, Sacoharomy- 
oes bayanus y Saooharomyces pastorianus (18). Esta mis- 
ma zona fué de nuevo estudiada por Castelli en la vendi­
mia de 1937 obteniendo reailtados que en nada se diferen 
claban de los obtenidos el azio anterior.
En los siguientes ados realize una serie de in—  
vestigaoiones en la Italie central, juntamente con aigu-
nos eolaboradores. Asl en 1939, oon Smtarelli en la %  
gidn del Lazlo y a partir de 22 mostos son obtenidos 194 
eultivos puros; en 1946 sobre 40 mostos del Pioeno sen - 
aislados 203 eultivos; en 1947 en Orvieto se obtienen 55 
cultives; en 1947 Beoci, aisla 125 eultivos de la Maroa 
septentrional; Agripa en 1948 aisla 60 oiltivos en los - 
Abrozos; Cs^riotti, en 1952 en la zona de la Bufina (Tqs 
oana) obtiens 328 eultivos, y en 1953 Capriotti y Ganta- 
relli aislan 100 cu}.tivos puros en la Gerdeda. Todos eg 
tos estudios dan resultados muy sem$jantes y reailtados 
andlogos son obtenidos ouando se tomaron en considéra —  
ci6n mostos de las zonas septentrionales italianas. Asl, 
Capriotti y GantarellA, en la vendimia de 1949 estudian 
mostos de la provinoia de Treviso (Veneto) (10) y Caprio­
tti, en 1951* los mostos del Trentino-Alto-Adigio (6). - 
Pues bien, mientras los resultados obtenidos por Caprio­
tti y Gantarelli en la provinoia de Treviso no se dife — 
renoian de los obtenidos en la zona oaitral de Italia* - 
en los Mostos del 3?rentino-Alto-Adigio se observd una - 
gran fzecuenoia del Saccharomyces pastorianus que, espe­
cial mente en las looalidades muy frlas parece sustituir 
al Saooharomyces ellipsoideus, resultado reoientemente - 
oonfirmado en Bspada por Idigo y Vazquez (38), en mostos 
de manzana.
Al mismo tiesqpo, son llevadas investigaciones so 
bre mostos de zonas cdlidas y muy cAlidas de Italia (15)* 
Asl en 1945 son estudiados los mostos de Sicilia oooidej^
tal obteniéndose resultados oonflrmados posteriormente 
por OarflBnazza (1946), Castelli (1948) y Castelli y Del 
Giudioe (24) (1952) al estudiar la misma regi6n«
Sn la vendimia de 1947, Castelli estudia la re 
gidn de la Puglia. £n la parte septentrional de esta 
regidn el a^ecto microbioldgioo de los mostos en fer­
menta oi6n no varia de los observados en las otras looa 
lidades italianas, mientras que en la parte meridional, 
donde el olima es muy cAlido, el aspecto varia ya que - 
aparaoen levaduras apiouladas, oapaces de formar espo—  
ras y reportables al género Hanseniaspora mientras que 
las levaduras apiouladas de regiones menos célidas son 
no esporigenas y pertenecientes àL género Kloeokera - 
(4). Observàndose, pues, que a medida que #e pasa de 
looalidades de olima templado a zonas mds oélidas, au- 
mentan progie sivamente las especies esporigenas, sien- 
do éstas las dnioas que se encuentran en zonas muy cd- 
lidas. Resultado ya oonfirmado en todos los estudios 
3salizados posteriormente, como los llevados a oàbo - 
por el mismo Castelli en Israel en la vendimia de 1950, 
y en los efeotuados en la regién del volcan Etna, donde 
examiné mostos tornados a distintas alturas sobre el ni 
vel del mar dado que la vid as oultivada a lo largo de 
toda la falda del voloén (19). Se puso en evidencia - 
la influencia que el clima ejeroe sobre los agentes de 
vinificacién pues mientras que en Israel predominan - 
las formas esporigenas de forma absolute, en la regién
del volcan Etna, a medida que se sube y se pasa de looa 
lidades mds odlidad a menos, el ndmero de levaduras es­
porigenas disminuye, aumentando fir ogre sivamente el de - 
las no esporigenas. En 1950, Capriotti, estudia la zona 
da la Calabria (8).
Del estudio total (14) de este oonjunto de Inves­
tigaciones, verdaderamente notable, Castelli y sus oola- 
boradores llegan a la conclusién de que existen especies 
como Saccharomyoes ellipsoideus y Kloeokera apiculata - 
que se encuentran todos los mostos estudiados. Son - 
pues los principales agentes de la fermentaci6n vlnioa.- 
Un segundo grupo de especies lo forman Saooharomyces ba­
yanus, Saooharomyces uvarum, Saooharomyces italious, Sa- 
coharomyces mangini, Torulaspora rosei, Candida pulohe—  
rrima, y Kloeckera magna que no se encuentran en todos - 
los mostos, pero si en machos de ellos, por lo que es - 
évidents su partioipacién en la fermentacién. Finalmen- 
te existe un tercer grupo de especies que inoluye un nu- 
meroslsimo grupo de allas pero que se presentan oon muy 
poca frecuenoia, por lo que su presencia debe considerar- 
se como aooidmtal.
Ademàs de estts trabajos, otros autores también 
en Italia estudian otras regiones aunque empleando la - 
técnica desarrollada por Castelli en el Institute de Pe­
rugia.
Asl, Del Giudioe (23), Picci (50), Plorenzano - 
en la regién toscans (29).
Veiona, en Pisa, desarrolla estudios taxonémi- 
cos como los realizados en Cerdefîa (60) y fisiolégicos 
como los referentes a requerimientos vitamlnicos de es­
pecies encontradas en mostos (61), (62), (63)#
Efeotiia también Verona trabajos en co labor acién, 
en Grecia, Juntamente con Picci, Melas-Jonnides y Garni 
(64), (65) y con Zardetto en Brasil (66).
También en Italia, Malan estudia la regién del 
Piamonte (43). Es de resaltar el hecbo de que todas es 
tas investigaciones llegan a resultados totalmente con­
cordantes con los obtenidos por Castelli y sus colàbora- 
dores, lo que valorisa adn mds la técnica puesta a pun­
to por él en el Institute de Perugia que bien pue de de- 
cirse que es la que se sigue prdoticamente en todos los 
trabajos actuales, pudiéndose afirmar que han ore ado es 
cuela.
En Prancia, pals de gran produccién vitivinioo- 
la, los trabajos sobre esta materia son més bien esca—  
SOS, llegando a afirmar Peynaud (17) en 1952 que "...las 
levaduras del vino no han side J amâs estudiadas especial 
mente en su oonjunto". De 1956 data el magnifiée traba- 
Jo por él dirigido y realizado por Domercq, 3.(26) so­
bre las levaduras de vinos de la Gironda donde identifi­
es 28 especies dLferentes reportables a 11 génères, de 
los cuales 5 son de levaduras no esporigenas y 6 lo son 
de levaduras esporigenas, utilizando para elle las téc- 
nicas de Castelli. Es el género Saccharomyces el que -
cuenta con mayor numéro de cepas aisladas, todas alias - 
pertenecientes a 13 especies. Dos especies son las que 
llegan a representar el 80^ de las cepas aisladas: Kloeji 
kera apiculata y SacchEuromyces ellipsoideus. Ya las res 
tantes especies tienen menos represm tacidn, adn destaoan 
do el Saccharomyces chevalier! y la Torulaspora rosei y 
aislando algunas espeoies que no hablan sido descritas - 
en mostos y vinos oomo Saccharomyces fructuum, Piohia 
ferment ans, Torulopsis fumata y Brettanomyoes vini. Es­
te en cuanto se refiere a vinos tintes. En vines blsui —  
CCS hace destacar el hecho de que la "podredumbre noble" 
causada por la Botrytis cinerea influya en la mioroflora 
blastomicética dgios f rut os por ella atacados, asl oomo 
el hecho de que el Saccharomyces oviformis aparezoa con 
una frecuenoia muohlsimo mayor en vinos blEincos que en - 
les tintes, mientras que otras especies tsO.es como Saccte 
romyces acidifaciens, Saccharomyces heterogenicus, Saocto 
romyces elegans y Saccharomyces ludwigi solo aparezcan en 
los blancos y nunca en los tintos. También observa que - 
de la misma especie alslada en la regién de vinos blancos 
présenta un poder fermentative mayor que la aislada en la 
regién de los vinos tintos.
En cuanto a la marcha de la fermentacién, sus ob- 
servaoiones coinciden con los trabajos antaricres en el 
sentido de que es comenzada por levadursis no esporigenas 
para ser sustituldas por las esporigenas graduai mente -
hasta oonoluir oon levaduras de alto poder f e r m e n t  at ivo, 
como Saccharomyces oviformis, sobre todo en el oaso de - 
mostos muy azuoarados.
Sus conclusions s aonbastante concordantes con - 
los real Itados obtenidos por Castelli y sus coAaborado —  
res, reafirmando la influencia del clima sobre la mioro­
flora de la fermm taci6n#
Con anteiioridad se hablan realizado en Pr&uola 
estudios sobre esÿos temas, y segdn refiere Domeroq (49), 
De sc offre en 1904 realizé un trabajo bastante complet o - 
sobre levaduias de Charente s y viendo la accién que so­
bre ellas ejercian agentes externes taies como agitacién, 
luz. En 1941, Renaud realize un estudio sobre las leva­
duias del Valle del Loire y postericrmente, Martinand - 
estudio el ndmero y reparticién de levaduras elfpticas - 
y apiouladas al oomienzo y fin de la vendimia.
En Espaha los trabajos realjz ados de un modo si£ 
temàtico son escaslsimos y bien pue de afirmarse que han 
sido comenzados con los estudios llevados a cabo por Cas 
telli 8 Ihigo en la gendimla de 1955 en la regién manche 
ga y zonas limltrofes (20). Los autores llegan a las si 
guientes conclusiones* las especies de levaduras domînan 
tes en esta regién son Saccharomyces ellipsoideus, con - 
una fre cuenoia del 100 por 100, y ELoeckera apiculata - 
con una frecuenoia del 86 por 100. Les sigue el Saccha­
romyces mangini, de alto poder feimentativo y con una - 
frecuenoia del 59 por ciento. A oontinuacién la Torulas
pora rosei y el Saocharcnayoes oviformis oon seme jantes - 
freouencias. Con fzeouencia maoho menor, alrededor del 
20 por ciento epareoen una serie de espeoies tales como 
Saooharomyces italiens, Saccharomyoes veronae, ELoeokera 
magna, Saooharomyoes elegans, Saoeharomyoes fructum, 8%  
charomyoes ohevalieri y Saoeharomyoes exiguA». Con fre —  
cuencias adn menores, 10 por ciento (qproximàdamente, apa 
recen Saccharomyoes pastorianus, Candida puloherrima y - 
Saooharomyoes willianus, en solo dos mostos aparece la - 
Torulaspora fermentati y debe oonsiderarse puramenta ac­
cidental la presencia de Candida mioodeima y Saooharomy­
oes rouxii. Como puede apreciarse todos los oultivos - 
aislados perteneoen a 18 espeoies distintas de levaduras* 
de las Quales, 14 son esporigenas y 4 no esporigenas. %  
saltan los autores el hecho que los datos enoontrados en 
esta regidn son oasi p  rfeotamente idénticos a los obte­
nidos por Capriotti en Cerdeha (9) observàndose que los 
vinos de esta isla presm tan oaracterlsticas màs préxi —  
mas a los vinos espahole s que a los italianos.
Bn la vendimja de 1956, Castelli e Ihigo estudian 
los ageatas de fermentacién vlnioa de La Rioja (21) don^ 
de se produoen los tlpioos vinos tintos de igual den<mi- 
naoién. Estudian los autores 24 mostos llegando a ais- 
lar 352 oultivos puros éè levaduras pertenecientes todos 
a 11 especies reportables a 4 génères. SI Saccharomyoes 
ellipsoideus es hallado en todos los mostos exaainados y
en algunos se enoueatra en prodomlnlo absolute. Las la- 
vaduxBs de foxma aploulada de los mostos de la Rloja de- 
ben referirse exclus!vamente a ELoeokera apiculata* ha —  
llàndose en 22 de los 24 mostos examimdos. También ti£ 
ne una activa participa oidn en la fermentacién la Toru — 
laspora rosei que apareoe oon una frecuenoia del 58)(. - 
Por vez prisera apareoe la Candida pulcherrima en tan - 
elevada frecuenoia* ya que lo hace en el 50 por ciento - 
de los mostos examiimdos. Se confirma también la preseg 
cia de Saccharomyces oviformis* Saccharomyces italiens* 
Saccharomyces mangini y Saccharomyces chevalier! en la - 
fermentacién vlnioa. Apeurece con discreta frecuenoia el 
Saccharomyces pastorianus que solo habla sido aislado en 
Italia en regiones frlas. En dos de los mostos conside- 
rados pudieron observer que* después de 10 dlas de fer—  
mentacién* las levaduras halladas estaban dotadas de ba- 
jlsimo poder fermentativo* pertenecientes a los génères 
Hoeckera y Candida. Los poderes fermentativos de las - 
especies aqul aisladas e identifioadas es totalmente axié 
logo a los hallados en otzas regiones estudiadas oon an- 
terioridad.
Posteriormente * y en la vendimia de 1958, Ihigo 
y Vézquez han tomado en oonsideracién la zona de los fa^ * 
moslsimos vinos de Jerez* El Condado y El Aljarafe (37)*
En la zona de Jerez* las mue stras son tomadas en 
los cuatro pagos més caracterlsticos oomo son Carrascal,
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Machamudo, Sanlucar y Balbaina. El total de cepas aisla 
das por los autores puede ser referido a 13 especies, sie 
te de las cuales dotadas de elevado poder fermentative: - 
Saooharomyoes ellipsoideus, Saccharomyoes mangini, Saccha 
romyces italious, Torulaspora delbrueckii, Saooharomyoes 
ohevalieri, Saooharomyoes oviformis y Saooharomyoodes lud 
wigii; dos de poder fermentativo medio; Torulaspora rosei 
y Saooharomyoes veronae; y las ouatro restantes son de es 
casa capacidad fermentativa: ELoeokera apiculata, Hanse —  
niaspora guilliermondii, Candida puloherrima y Candida - 
utilis, Puede apreciarse una proporcién relativsuuente — 
elevada, de especies no esporigenas, como oonseouencia de 
la mayor humedad del olima. Esta proporcién aloanza un - 
22,5# en las oepas no esporigenas y han sido aisladas en 
las tres fases fermentativas, si bien en la primera en - 
proporoién oinoo veoes mayor que en la tercera.
No obstante, son las espeoies esporigenas las res 
pensables de la fermentacién, incluse la inioial, de los 
mostos de esta zona oonsiderada en oonjunto, pues aqueU&s 
tienen predominio solo en los pagos préximos al mar oomo 
son Balbaina y Sanlüçar.
Saooharomyoes ellipsoideus, Saooharomyoes itali—> 
eus y Saooharomyces mangini son realmente las linioas es­
peoies de elevado poder fermentativo que son responsables 
del aoabado de la fezmentaoién pues las ouatro restantes 
encontradas lo son en muy pequefia proporoién.
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En oonjunto, destaoan la eqparloién de Candida uti- 
lis, Torulaspora delbrueokii y Saooharomyoodes ludwigii - 
por vea primera en mostos espafLoles; la frecuenoia eleva­
da de Saccharomyces italious; la esoasa frecuenoia de Sac 
charomyoes oviformis y Saooharomyoes veronae ; el hecho de 
que en los pagos en que la Hanseniaspora guillermondii in 
terviene aotivamente en la fase fermentativa inioial, la 
Torulaspora no se enouentra o esté en esoasa proporoién y, 
por el contrario, donde aquella no ha sido aislada domina 
ésta en la segunda fase fermentativa y finalmente la au —  
sencia total de Saooharomyoes pastorianus.
En cuanto a la zona de El Condado y El Aljarafe, 
todas las oepas aisladas también son referiÿles a 13 espe 
oies, de las que siete lo son de elevado poder fermentati 
vo: Saooharomyoes ellipsoideus, Saooharomyoes mangini^ - 
Saooharomyoes ohevalieri, Saccharomyoes oviformis, Saccha 
romyces italious, Candida krusei y Saooharomyoes fructuum; 
dos, de poder fermentativo medio; Torulaspora rosei y Sao 
charomyoes veronae; y ouatro de poder fermentativo bajo; 
Hanseniaspora guilliermondii, Eloeokera apiculata, Hanse- 
nula subpellioulosa y Candida guilliermondii.
El poroentaje de espeoies no esporigenas es menor 
que en Jerez, 12# en las dos primeras fases fermentativas 
y disminuye a la mitad de este valor en la tercera fase.- 
Su influencia, por tanto, es prâotioamente nula ya que - 
inicialmente las especies esporigenas oonstituyen el 85# 
y aumentan hasta oasi oonstituir el 95# en la fase final.
La actuftcién de las e^eoles de elevado poder fer 
mentatlvo ae centra en 8aoohar<myoee elHpecxLdeus y Sac —  
charomyoes mangini que oonstituyen el 18# de las oepas - 
aisladas en la fase inioial, el 45# en la feuae media para 
temixnr siendo el 75# del total# El reste de oepas dotg 
das de esta alta oapaoidad fermentativa tiens pooa influeg 
cia dado que son encontradas en muy esoasa frecuenoia#
Sa de destacar que dos de estas espeoies, Saccha- 
romyces fructuum y Candida krusei fueron aisladas en esta 
zona por vez prisera en mostos de uva espsBoles#
Torulaspora rosei y Saccharomyoes veronae, son - 
las especies de poder feimentativo medio que se caracter^ 
zan en esta zona, al igual que en Jerez y se encuentran - 
en una proparcidn, 25#, prdoticamente igual#
Por liltimo, otras dos especies son aisladas por - 
primera vez en mostos espaholes: Hansenula suhpellieulosa 
y Candida guilliermondii, ambas de esoaso poder fermenta­
tivo y que solo fueron aisladas en una de las mus stras - 
analizadas# También, y al igual que en todas las zonas - 
relativamente càlidas, no es aislado el Saooharomyces p %  
torianus#
En trabajos desarrollados a partir de 1955, Pedu- 
chy y Sandoval (27) han aislado y caracterizado las leva­
duras que originan la fermentacién de los mostos en diver­
ses pueblos de la provinoia de Valladolid# Los autores - 
ezponen en su public acién que en La Nava del Rey, el nd% 
ro de cepas clasif ioadas como similares al Saccharamyoes
eerevlaiae, eon xouy abundantes, presentando fdcll esporu 
lacidn# Le siguen en menor propor oién el Saooharomyoea 
(Torulaspora) fermentati* Saooharomyoes (Torulaspora) rg 
sei, Candida puloherrima y Saooharomyoes elegans, dosd —  
nando al final de la fermentacién Saeoharomyoes oerevi —  
siae, Saccharomyoes fermentati y Saccharomyces carlsber- 
gensis. En Hueda apareoen las asimiladas a Saaharoay —  
ces eerevisiae en proporoién pareoida a las de La Hava - 
del Rey, siguiendo con maroada disminucién en ndmero S %  
charomyoes pastori, Saccharomyoes steineri, Candida pul­
cherrima y Piohia membramefaciens # Al final de la fer —  
mentacién se hace mds marcado que en La Raya el dominio 
de Saccharomyces oerevisiae* En la flora de La Seca se 
destaca mds el ndmero de c^as clasif ioadas oomo Saccha­
romyces cerevisiae, disminuyendo el ndmaro de las SaocM 
romyces fermentati, Saooharomyces oarlsbergensis, Saccha 
rmyoes florentinus y Saccharomyces steineri. En Pe&a—  
fiel, siguen apareciendo especies asimilables a Saochaxg 
myces cerevisiae y en menor proporoién Saooharmyoes ro­
sei, Saccharomyces oarlsbergensis y Saocharomyees fermeg 
tati, asl como Saccharomyces italiens y Saccharomyoes - 
oviformis.
En la vendimia de 1959» la zona de Extremadura - 
ha sido estudiada por Iftigo, Arroyo y Ripio (35).
AlSLAMIEinDO E IDEKTIFICACIOH DE LAS LEVADURAS
Son smehos los fact ores que pusden ser oausa de - 
varlaolones en la oomposioién de la flora epifItloa de la 
uva: la naturalesa del terrene, los sistemas de eultlvo y 
abonado* las oaracterlsticas olimatoléglcas y en general 
el memento de la recoglda del fruto condiclonada a su vez 
por el est ado de madurez#
La eomposlolân qulmica del mosto détermina prinoi 
palmente cudles de las levaduras existantes en la uva po- 
drén subsistir e intervenir en su fermentacién. Las espg 
oies que la Inician de esoaso poder fermentativo, se im —  
ponen al principio por su gran suparloridad numlrioa en - 
cuanto a células présentés. Ho tienen mucha actividad ni 
resistenoia al alcohol y no pueden sobrevivir ouando la - 
graduacién alcohélica se eleva en tanto que las més resig 
tentes, oapaoes de terminer la fermentacién de los mostos 
ouando ya es baja la conoaitraoién del azdoar, no obstanr- 
te su mayor actividad tardan bastante en adquirir predcad 
nie y a menudo no pueden ser oaract erizadas en los comien 
zos del prooeso fenaentativo. Las especies de levaduras 
presentee en el mosto van cambiando, se van sucediendo du 
rente la fermentacién y para obtener una represent acién - 
de todas ellas se hace neoesario aislarlas y caracterizar 
las en las distintas etapas del prooeso.
TECNICA DE LA TOMA D#QE8TRA8 Y AISLAMIENTO
Para elimimr ea lo poslble la soltiplioldad de 
causas que pieden Interferir en la obtenoién de résulta 
dos represents tlvos de la zona, se recogieron muestras 
de todas las looalidades productoras de uva y que rela- 
oionamos a oontinuacién: Monturque, Rusdos y Sierra de 
Montilla, Hanos de Moriles y Mori^ss Altos, Puente Ge­
nii y Aguilar siguiendo una llnea que va de nordeste a 
suroeste, hasta el rlo Genil# Por ser en las zonas de- 
nominadas "ruedos" donde se produoen las mayores canti- 
dades de uva, de ellas procédé la mayor proporoién de - 
muestras, seis en total.
Sobre cada muestra obtenida se hicieron aisla —  
mientos de las levaduras segdn la téonioa de la escuela 
de Perugia, en tres moment os sucesivos: inmediatamente 
después de la reoogida y antes de inioiarse la fermenta 
cién; a los tres o cuatro dias cuando esté en plenitud 
la fermentacién tumultUosa y a los ocho o diez dias ouan 
do, pasada ésta, quedan fermentados los restes de azdca- 
res.
Las tosas se hicieron en los lagares de produe- 
oién recogiendo directamente los maatos que fluian de - 
las pisadoras sin haber sido sulfitadas o enyesados ni 
haber recibido tratamiento alguno. Envasados en matra- 
ces estériles preservados de toda oontaminacién, fueron
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transpcrtados al laboratorio Ixistalado provial onalmente 
en Montilla, donde me efectué el primer aislamiento en - 
el miemo dfa de la reoogida. Sobre estas mismas nues —  
tras mmtenidas a 25 grades y preservadas en las mismas 
œndieiones, fueron hechos los otros dos anàlisis micro- 
bianos pero ya en nuestro laboratorio de Madrid.
En total fueron examincuios 16 mostos de los que 
hemos aislado y clasificado detenld amente 240 oultivos - 
puros de levaduras.
El anàlisis miorobiolégico se inioié para cada - 
mosto y fase oon el examen mioroso^ico de la muestra, - 
hecho sobre preparados coloreados con él liquide de Ziehl.
Inmediatamente después, se hicieron los eultivos 
de aislamiento* La técnica es, brevemente, oomo sigue: 
Con un asa estéril de platino se toman tres gotaa de mues 
tra que se pasan a un tubo de ensayo conteniendo mosto - 
estéril. Después de homogeneizar, se toman tres nue vas 
gotas de este tubo y se llevan a otro oon mosto también 
estéril, repitiéndose la operacién oon un tercero en idén 
ticas oondioiones. De esta forma se oonsigue la disemi —  
naoién de las levaduras présentas en la muestra inioial. 
Al oontenido de cada tubo de ensayo se le agrega un v o %  
men igual de gelatine fundida al 20# en ague y se vierte 
la mezcla en una oaja pétri. Solidlfioada por enfriamien_ 
to la gelatina-mos t o, las plaças se mantienen unos dlas 
a 16-162. Donde inicialmente hay una sola oélula de la- 
vadura, se desarrolla una colonie que, aprisionada en la
galatina,no puede eonfandirse eon las eolonlas préximas, 
estando formadas por consiguiente, por una especie pura.
Tmiendo nuestro estudio un fin esenci6 mente - 
8q>licativo, procurâmes aislar aquellas colonias que se - 
presentaban en neto predominio puss solo a ellas se debe 
T& la fermentaci&n de los mostos. Con tal fin se hizo - 
necesaria la obtenoién de preparados por iizqpresién de - 
los oultivos en la gelatina-mosto, hecho siwnpre sobre - 
la primera plaça de las tres correspondientes a oada una 
de las fases en que hemos dividido la fermentacién espon 
ténea*
Con los datos suministrados por la observaoién - 
microscépica directa, los preparados por impresién y la 
observaoién macrosoépica de las colonies se pudo astable 
car un criterio en la eleccién de las colonies dominan­
tes. De esta manera, en cada fase del prooeso fermenta­
tivo, se aislaron oinoo oultivos por lo que de cada mos­
to ezaminado se obtuvieron quince oultivos puros.
Al cabo de 10^15 dlas de terminada la fermenta —  
cién de los mostos en todos y en cada una dLe las 16 mues 
tras aparecieron unos vélos miorobianos, rugosos, bien — 
COS, crttnosos, bien formados y  espesos que observados al 
microscopic resultaron ester formados por levaduras.
Dado que estas levadursis no intervienen en la - 
fermentacién esponténea, aunque estin dotadas de alto po 
der fermentativo, no pueden ser oonsideradas como agen —
tes de fermentacién eino mas bien como agentes ærbbios - 
de ozidacién directe o a través de oonplicadas reaociones 
intaimedias, este es, oomo levaduras de "flor", que oomui^ 
caron al medio un exquis ito y caracterlstioo aroma. El - 
aislamiento y clasifioacién de estas levaduras constituye 
la Segunda Parte de este trabajo.
TECNICA DE LA IDENTIPICACIQN DE ESPEOIES
En la identificaoién de los eultivos puros se si- 
guié una técnica que con algunas modificaoiones, es la i£ 
dicada por la Escuela bolandesa de ELuyver en Delft, se% 
laâa en las monografias de Stelling-Dekker (58), Lodder - 
(41) y Diddens y Lodder (25). La sistemética se hizo de 
acuerdo oon Lodder y Kreger van Rij (42).
Examen microsoépico
La identificaoién de las levaduras aisladas se - 
inioié con el examen microsoépico de los oultivos sobre - 
agarmalta lo que proporciona datos relatives a la forma y 
tamafo de las oélulas. La observaoién se realizé sobre - 
eultivos jévenes de 46 horas.
También se estudié la forma, tema&o y agrupamien- 
tos celulares a las 46 horas de desarrollo en mosto de - 
uva estéril.
Examen de las mmifloaolones pseudomloellares
Se hlzo de acuerdo oon la técnica de RlvallerOey 
del, que consiste en oultivar la levadura en un est rat o - 
delgado de agar malt a eolccado sobre un poorta-objetos que 
se apoya en una varilla angular de vidrio, mania nié ndose 
el cultive durante siete dias a 26 grades en ambiante bai- 
medo y preservado de contazainaoiones.
Oaraoteres de los cultives sobre agar­
malta y mosto de uva 
Mediante la observaoién macrosoépica de los culti 
vos en agaxwmalta a los 60 dias de la siembra, anotando - 
el aspecto de la pitina, color e intensidad del desarro —  
Ho, produccién de pigmentes y cambios fisicos en el me­
dio de cultive. El desarrollo en mosto se observé a los 
30 dias de la siembra tomando nota de la existencia de la 
fermentacién, formacién de depésito, turbidez 0 transpa —  
rencia del mosto y aparicién del anillo 0 velo superficial.
Punoién en gelâtina-mosto
Los cultives, hechos por punoién en gelatina-mos- 
to, se mantuvieron durante 45 dias a 18 grados 0. obser —  
vando durante este plazo el desarrollo y la eventual flul 
dificacién de la masa.
Esoorifioacién 
La presencia de esporas se estudié en 1 os culti —
vos vlejos de agaxwalta y sobre agar-gorodkowa. Para - 
aquellas cepas que dleron resultados negatlvos se hicie­
ron pruebas, segdn las indicaciones de Hansen, Hevando 
el depésito de un cultive de 48 horas en mosto de uva so 
bre bloques de yeso colooados en plaças pétri y en am —  
biente hdmedo. A los 4 dlas se inioié la observaoién 
oroscépioa que se continué con intervalos de oinoo dlas 
durante un mes.
Ferment acién de azdoares
Se Hevé a cabo sobre un medio de cuit ivo hecho 
con caide cosmîn de came, adioionado de 2# del azucar en 
examen colocado en un tubo provisto del dispositive Dur­
ham. Se mantuvo en observaoién durante 15 dlas por si - 
hubiera f e rmentaoi one s tardias. La fezmentacién de la - 
raflnosa se hizo en tubes graduados Sinhom.
Asimilacién de nitrates 
Segdn la técnica de Stelling-Dakker (58) cultivan 
do la levadura en terrenos sintéticos adicionados de ni­
trate pot&sico y oonvenientemente agarizados, confrontén- 
dose la pitina formada con un testigo desprovisto de ni - 
trato.
Desarrollo en presencia de stanol 
Se siguié la téonioa de Stelling-Dekker (58) sem-
brando la levadura en un medio sintético de eultivo acyi 
oionado de un 3# de aloobol etllioo oomo dnica fuente - 
de carbone manteniéndose en obeervaoién durante 30 dlas 
para spreciar la eventual existencia de desarrollo.
Bscisién de arbutina 
Sobre un medio preparado con extracto de levacbg 
ra agarizado al 2# al que se aâadié un 0,5# de arbutina 
y unas gotas de solucién de dorure férrico. El resul­
tado positive se manifiesta por el cambio de color del 
agar que pasa a tomar una tonalüad violàoea*
Asimilacién de aadeares 
Fué realizada de acuerdo con la técnica de Ca­
priotti (7) sobre un medio oon agar lavado al que se - 
agrega un 1# del azdoar que se estudia.
Poder fermentativo y produccién 
de aoidez volàtil 
El poder fermentativo se déterminé sobre 50 ml. 
de mosto estéril, sin privar de las sustancias coagula- 
das y precipitadas por el calor e inorementada su conceji 
tracién en azdoar hasta un 30#, contenido en matraces - 
de 100 ml provistos de una vélvula Miller con àcido - 
sulfdrico conoentrado. Sembrados oon la levadura se - 
mantuvieron en termostatos a 18 grados. El curso de la
fermentacién pudo seguirse por pérdida de peso dehido - 
al anhidrido carbénico desprendido, hasta pesada constan 
te. En funcién de dicha pérdida de anhidrido carbénico 
se obtiens la graduacién alcohélica alcanzada.
Una vez fermentado el mosto se analizé la aci —  
dez volétil produoida siguiendo el método indioado en 
la pégina 107 • Los resultados son expresados en gra —  
mos de àcido acético por litro de vino.
Todos los resultados que se obtuvieron fueron - 
anotados en las correspondientes fichas de anàlisis mi- 
crobiolégico y una vez que se dispuso de todos, se rea­
lizé el diagnéstico consiguiente siguiendo la sistemàti 
ca de Lodder y Kreger van Rij (42).
De estas mismas fichas de anàlisis microbiolé^ 
00 referidas, han sido eztraidos todos los datos que a 
oontinuacién se ezponen en el Primer Ouadro General.
Anàlisis de 
la muestra 
ferment ada.
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Todas las especles alsladas, causantes de la fer 
mentacién espoutânea de los mostos conslderados, fuerons
Esporlgenas!
1.- Saccharomyces eUlpsoldeus, Hansen 
2«- 3aocharomyoes mangini, Guilliermond
3.- 3accharomyces eviformis, Osterwalder 
4«- 3accharoxByces chavalieri, Guilliermond 
Saccharomyces italicus, Castelli 
6*- Sacoharomyces veronae, Lodder y K. van Rlj 
T.- Zigosaccharomyoes florentinus, Castelli
8.- Torulaspora rosei, Guilliermond
9.- Hanseniaspora guilliermonddi, Pijper
No esporigenas:
10.- Torulopsis baoillaris (Eroamer et Erumbholz) 
Lodder.
11.- Kloeckera apiculata (Rees) Janke
12.- Candida puloherrima (Lindner) Windisch
DBSORIPOIQN DE LAS ESPEOIES AISLABAS
1.- SaooharoiayeeB ellipsoideua Hansen.- El culti- 
vo de 48 horas sobre mosto de uva esteril presents câlu- 
las de tamaHo normal, elfptioas, algunas globosas, otras 
ovales, alsladas o reunidas en parejas gemantes o grupos 
de escasoa elementos. Esporifloa abundante y fàcilmente 
en agar malta a los pocos dlas de pasada la colonia des- 
arrollada sobre gelatina mosto. Se forman ascas parteno 
gendticamente oon ouatro esporas y tambiën otras oon dos 
y très esporas. Las oolonias sobre gelatina mosto son - 
gibosas 0 en forma de ouemeoillos de color bianco suoio, 
amarillentas oon mâtgenes lisos que no fluidifioan la ge 
latina.
El oultivo en mosto de uva después de 30 dlas a 
18* - 20 grados C, se présenta limpio, transparente, sin 
trazas de anillo superficial, formândose un buen dep6si- 
to en el fondo del tubo.
El oultivo en agar-malta es abundante, hdmado - 
muooBO de oolor blanouzoo. Algunas oepas presentan mdr- 
genes ampliamente lobulados y estrlas algo punteadas. No 
se originan oambios flsioos en el medio.
La puntura en gelatineu-mosto, después de 30 dlas 
a 18 grados 0, se presents oon desarrollo en olavo, con 
filamentos muy desarrollados a traves del oanal y oabeza 
alzada, $o se produce fluidifioaoidn de la gelatina pero
si una fuerte raptura de la masa.
Caractères fisioldgicos: Hegativa la asimila —
ci6n de nitrates y buen desarrollo en presencia de aloo 
hol etllioo oomo dnica fuente de alimento hidrocarbona- 
do. Fermenta la gluoosa, galactosa, maltosa, sacarosa 
y rafinosa 1/3. Asimila los mismos azdoares y no fer­
menta ni asimila la laotosa.
Ko escinde la arbutina. Se han determinado los 
poderes feimentativos y aoideoes vol&tiles de todas las 
oepas aisladas, estando oonprendîdos los prise ros entre 
13,25 y 199^ de aloohol en volumsn* Se ha obtenido en - 
total 76 oepas de esta espeoie, distribuidas en todos - 
los mostos ezamiziados oon una freouenoia por tanto, del
toojè*
2.- Sacoharomyoes mangini Guilliermond.- El oul­
tivo joven en mosto de uva présenta oilulas redondas u 
ovales, aisladas 0 en parejas. En agar-malta las oâlu- 
las son ovoides y esporifioadas, algunas oepas se pre—  
sentan muy esporuladas oon asoas partenogenâtioas de - 
dos esporas, otras muchas oon ouatro esporas. La oolo- 
nia en gelatina-mosto es gibosa de color bianco y redon 
da. El oultivo en mosto de uva, despuâs de 30 dias a - 
18-20 grados, se présenta transparente oon anillo y buen 
depdsito, fermentacidn positiva. La pitina sobre agar- 
malta es abundante, blanoa y opaca. La puntura en geln 
tina-mosto desarrolla en olavo oon oabeza alzada y fuer
-  -
te ruptura de la masa.
Caraoteres flslolâgioost Hegativa la asimila 
ci6n de los nitratos. Positive el desarrollo ezipresej 
cia del aloohol eiâlioo, nagativa la esoisiân de la ar- 
hutina. Fermenta la glucosa, galaotosa, sacarosa y ra­
finosa 1/3 • Ko fermenta la malt osa ni la laotosa. Asi 
mila los mismos azdoares que fermenta. Los poderes f %  
mentstivos son altos, oomprendidos entre 13,25 y I7|25}t# 
Algunas oepas han produoido volâtiles de hasta 1,25 g%% 
mos de acético por litro. Se han obtenido 60 oepas de 
esta espeoie, ndmero muy elevado en relaoidn oon otras 
zonas vitivinlcolas aa$*rlormente estudiadas (20), (21). 
Su freouenoia ha sido tambiân ait a, habiândose hailado 
en 14 de los mostos exoaixedos que represents el 87,5# 
de freouenoia, poniândose de menifiesto el interâs de - 
esta espeoie en la terminaoiân del prooeso fermentative 
de los mostos. Es posible que esta espeoie se halle re 
lacionada filogenâticamente oon ; otra espeoie filmdgg 
na que apareoe en la ouarta fase 0 fase de "flor" de e£ 
tes vinos y ouyo aislamiento y olasificaciân oonstituye 
la Segunda Parte de este trabajo.
tivo joven en mosto de uva présenta oâlulas ovoides a %  
ladee o en parejas. En agar-malta esporifioa bien for- 
mândose asoas de dos esporas y tambiân de ouatro. El - 
oultivo de mosto de uva, despuâs de 30 dlas a 18-20 gra
dos 86 présenta llmplo oon depâsito muy bien aglomerado 
y trazas de anillo superficial* La pâtina sobre agar —  
malta es blanoa amarillenta, algo punteada, pooo luoien 
te y a veoes rugosa. La pioadura de gelatina-mosto pi% 
senta un desarrollo en olavo con buen desarrollo en su­
perficie, ruptura de la masa y sin fluidifioaoidn. La 
oolonia en gelatina-mosto, es pequeHa, rsdonda, lisa, - 
de color amarillo, unas veoes gibosa o en f ozm de ouer 
neoillo.
Caractères fisioldgioosi No asimila los nitra­
tos y desarrolla abundantemente en presencia de aloohol 
etllioo* No esoinde la azbatina* Fermenta la gluoosa, 
malt osa, sacarosa y rafinosa 1/3* No fermenta la galag 
tosa ni la lactosa* Asimila los mismos azdoares que - 
fermenta* Los poderes fermentativos de todas las oepas 
aisladas han sido altos, oonqrendidos entre 14,25 y 17#. 
Tambiân la acides volatil que produce son altas, habiân 
dose encontrMo oepas que daban hasta 1,5 gramos de ici 
do aoâtioo por litro*
Tambiân esta espeoie interviens en la fermenta- 
oiân de los mostos oon notable freouenoia, ha sido ha —  
llada en nueve mostos y obtenidas 21 oepas. Tambiân, - 
oomo la anterior, partioipando aotivamente en la teroe- 
ra fase.
4.- Sacoharomyoes ohavalieri Guilliermond.- El - 
oultivo joven en mosto de uva présenta oâlulas de for —
mas ovales, aisladas o reunidas en parejas gemantes o - 
grupos de tres elementos. El oultivo en agar-malta pz^ 
senta oâlulas anâlogas algo mâs alargadas y esporifioa 
f&oilmente foxmândose asoas con dos, tres o ouatro espo 
ras. En mosto de uva, el oultivo de 30 dlas a 18-20 - 
grados, se presents transparente, oon buen depdsito y - 
trazas de anillo superficial* La estria sobre agar-mal 
ta es abundante, y mucosa, lisa, de color blanoo ama —  
rillento* La oolonia sobre gelatina-mosto es redonda, 
gibosa, de oolor ameudllento y la inoisidn en este me —  
dio es del aspecto de las espeoies anteriores.
Caractères fisiold|;ico8: Negative la asimila —
oidn de nitratos, ligero desarrollo en presencia de al­
oohol etllioo, algunas oepas no desanollaron en absolu 
to. Negative la escisidn de arbutina. Fermenta la glu 
oosa, sacarosa y rafinosa 1/3. No fermenta la galaoto- 
sa, ni la maltosa ni la laotosa. Asimila los azdcares 
que fermenta y tambiân la galactose. El pcder fermenta 
tivo es del 15#. Solo se han aislado dos oepas de esta 
espeoie por le que puede ser oonsiderada espeoie de es- 
oaso interâs.
5.- Sacoharomyoes itâlious Castelli.- En oultivo 
joven sobre mosto de uva se produoen oâlulas ellptioas, 
algunas alargadas ligeramente. En agar-malta, Las oâlu 
las son mâs punteadas y esporif ioan dando asoas oon dos 
esporas y a veoes con tres y ouatro. La oolonia en ge-
latlna-mosto es redonda, gibosa o en forma de ouemiol- 
llo, blanoa, a vacee amarlllenta. La pdntura en este - 
medio présenta caractères anâLqgos a las espeoies ante- 
riormente desoritas. El oultivo en mosto de uva es 
transparente oon buen depdsito y trazas de anillo supeg 
fioial. La estria en agar malta es abundante, muoosa - 
de oolor blanoo grisàoeo.
Caraoteres fisioldgiooss Ho asimila los nitra^ 
tos, no desarrolla en presencia de aloohol etllioo, y - 
no escinde la arbutina. Fermenta la gluoosa, galaotosa 
y maltosa. Ho fermenta la saoarosa, rafinosa ni laoto­
sa. Asimila los azdoares que fermenta y ademâs la saoa 
rosa.
Solo ha sido aislada una oepa de esta e specie - 
por lo que su presencia puede oalifioarse de casual. Su 
poder fermentative es elevado, 16# en volumen.
6.- Saooharomyoes varonaa Lodder y Ereger van Ri.i, 
El oultivo joven en mosto de uva présenta oâlulas redqg 
deadas, no muy grandes, en parejas o en grupos de varies 
element08. En agar-malta, las oâlulas son mayores, de 
forma irregular, muy punteadas, globosas y otras alarga­
das, muohas provistas de anoho canal p prolongaoiân que 
en muohas ooasiones oonjugan. Asoas originadas por oon 
jugaciân isogâmioa o heterogâmioa, oonteniendo dos espo 
ras. El oultivo en mosto de uva se présenta transparen 
ÿe oon un anillo bien formado, que al agitar el tubo oae,
entuzbiando el llquido, oon abundante dep6slto en el fon 
do y a veoes sobre las parades del tubo# La estria so­
bre agar-malta es abundante, de oolor amarillento, ten- 
diendo al marrdn, lisa ouando joven, se haoe rugosa en - 
el eentro al envejeoer, apareoiendo con un retioulado - 
muy caracterlstioe# La oolonia en gelatina-mosto es re­
donda, gibosa, de oolor amarillento y no fluidifioa la - 
gelatina. Lea puntura en el mismo medio se presents en - 
forma de olavo, oon buen desarrollo y ruptura discreta - 
de la masa. La prueba de Rivalier^eydel es positiva.
Caraoteres fisioldgioos: No asimila los nitra­
tos ni escinde la arbutina. El desarrollo es esoaso o - 
nulo en presencia de aloohol etllioo. Fermenta gluoosa, 
saoarosa y rafinosa I/3. No fermenta la galaotosa, mal­
tosa ni laotosa. Algunas oepas fermentan muy ligeramen­
te la maltosa. Asimila la gluoosa, galaotosa, maltosa, 
sacarosa y no asimila la laotosa. Esta espeoie se ha ha 
llado oon un alto per om ta je de freouenoia, adquiriendo 
pues, notable inportanoia en la fezmentaciân de los mos­
tos de esta zona. Aunque morfolégioamente difiere muoho 
de la Torulaspora rosei, fisioldgioamente es muy pareoi- 
da, y oomo ella, da esoasa aoidez volâtil al fermentar - 
en pureza el mosto de uva y esté dotada de un poder fer­
menta tivo algo inferior a la misma.
7.- Zygosaoeharomyoes florentinus Castelli.- Bn - 
oulbivo joven sobre mosto de uva, las oâlulas son peque-
fias, aisladas o an parejas, redondas, punteadas, y a veoes 
reunidas en grupitos. En agar malta, las oâlulas son re —  
dondeadas, aisladas p en parejas, ob&fezvândose formas eonr* 
jugantes que dan lu#r a ascas oonteniendo de una a ouatro 
esporas. El oultivo en mosto de uva es transparente, oon 
ligero depâsito y la colonia en gelatina-mosto en peque&a, 
ligeramente alzada, redondeada y no fluidifioa la gelatina, 
La estria sobre agar-malta es blanoa, muoosa, lisa oon una 
ligera lobulaoiân y buen desarrollo.
Caraoteres fisioldgioos: No asimila los nitra —
tos ni esoizâe la arbutina. No oreoe en presencia de - 
aloohol etllioo. Fermenta la gluoosa, galaotosa, saoa —  
ros a y rafinosa oompla;tamente. No fermenta la laotosa, - 
asimilando los mismos azdoares que fermenta. Esta espeoie 
tiens un poder fermentative medio y una baja produociân - 
de aoidez volâtil al fermentar en pureza.
8.- Torulaspora rosei Guilliermond.- En mosto de 
uva las oâlulas son redondas, pequehas, aisladas o en 
parejas, muohas veoes reunidas en grupitos multigeman —  
tes. En agar-malta se presentan las oâlulas aisladas o 
en parejas, muohas de elles provistas de una tlpioa pro­
tube ranoia muy fine que nunca llega a oonjugar. Ascas - 
partenogenâtioas de una o dos esporas. La esporulaoidn 
résulta dificil en algunas oepas por lo que fuâ preciso 
real&zarla en el medio de Gorodkowa y en otras hubo que
rscurrir a la prueba de Hareen eobre bloques de yeso pa 
ra lograr la esporulaciân. El oultivo en mosto de uva 
se presents liapio, transparente, conun ligero depdsl- 
to bien aglutinado. La estria sobre agar-malta es b l w  
ca, lisa, algo ténue, lobulada y con discrete desarro —  
Ho. La oolonia en gelatina-mosto es blanoa, gibosa, - 
redonda o alzada ligeramente, no fluidifioa la gelatina. 
El desarrollo de la puntura en gelatina-mosto es un per 
feeto olavo.
Caraoteres fisioldgioos 2 No asimila los nitra­
tos ni escinde la arbutina. Tanqpooo desarrolla en pre- 
senoia de aloohol etflioo. Fermenta la gluoosa, saoaro 
sa y rafinosa I/3. No fermenta la galaotosa, ni la mal 
tosa y tampoco la laotosa. Asimila la gluoosa y saoar^ 
sa.
Esta e specie ha sido hallada oon discreta fre —  
ouencia junto si Saooharomyoes veronae en la segunda fa 
se fermentative. Esta espeoie, que se enouentra en to- 
dos los mostos examina dos hasta ahora en Espazla, es de 
gran interâs para llevar a oabo fermentaciones con otras 
levaduras en asooiaoiân esoalar. La produociân de aci —  
dez volatil es esoasa, habiândose encontrado oepas que 
solo han dado 0,18 gramos de àoido aoâtioo por litro.- 
Los poderes fermentativos osoilan en tomo a los 8-10 gra 
dos de aloohol, aunque tambiân hemos hallado alguna oepa 
oapaz de llegar a los 11,5 grados.
9#- Haneenlaepora guHIiezmoadii Pliper.- Las oâ­
lulas en mosto de uva son tlploamente aplouladas oon ge- 
maolân bipolar, alsladas o en parejas. En agar malta se 
produoen oâlulas del mismo tipo, pero eon fioil esporifl 
oaoiân, observândose asoas oon ouatro esporas y otras - 
fuera de las asoas ya que estas rompen ficilmente. La - 
oolonia sobre gelatina mosto es gibosa, de oolor blanouj 
00 que fluidifioa tardiamente la gelatina. El desarrollo 
de la puntura en el m ismo medio se produce primro en - 
forma de olavo y posts riormente tiene lugar la fluidifi —  
oaoidn de la masa en forma de embudo. El oultivo en mos­
to de uva se presents turbio, eon lifer# depdsito y tra - 
zas de anillo oon velo inoompleto muy tânue. La sétria 
en agar malta es blanoa eon ligero tinte marrân, oon es­
oaso desarrollo y aspeoto hdmsdo.
Caraoteres fisiolégioost No (mimila los nitra­
tos y esoinde de la arbutina. No desarrolla en presen - 
oia de aloohol etllioo. Fermenta la gluoosa sâlamente y 
poses un poder fermai tativo entre los 3-7 grados. Se - 
han aislado esoasas oepas de esta espeoie y es la prime­
ra vez que se ha enoontiado en mostos eepaSo]as.
LBYADüRàS NO ESPORIGENAS
10.- Torulopsis baeillaris (Eroemer et Iruabholz) 
Lodder.- Las oâlulas en mosto de uva son pequefias, aleg 
gadas, muy estreohas, oaraoter que se aoentua en el ag%
mita. Ho esporifloa en ninguno de los medics enssyados# 
La estria sobre agar malta as grisdeea y oon el tiespo - 
86 va haolendo violéoea, lisa, Inolante y de mârganes - 
un pooo simiosos.
Oaraoteras f isiolégioos s lo asimila los nitra­
tos ni esoinde la axbutina. Ho desarrolla en presencia 
del aloohol etllioo oomo dnioa fuente de alimento hidro- 
oarbonado* Fermenta la ggneosa, saoarosa y rafinosa 
1/3. Asimila los mismos azdcares que fermenta.
Xatanitae eseasamente en la fermentacién de 
los moitos de esta zona y su poder fermentative va de 8 
al 10,75# en volumen.
11#- Klœekexm apiculata Bn
tivo de mosto las oâlulas se presentan aisladas 0 en par% 
jas gemantes de forma apieulada, las oâlulas hijas muy 
pequeHaa, aisladas y de forma ovoidea# En agar malta, 
las oâlulas son de oaraoterls tioas anâlogas pero eon mè­
nes formas eon tendenoia a la forma redondeada 0 sea - 
mâs alflu*gadas, y la gemaeiân es bipolar. Ho esporola, 
en ninguno de los medioe habituales. En algunas oepas 
se observan oâlulas eon unos grânulos apioales de gm- 
sa, may refrigentes, que suelen oonfundirse oon las - 
esperas de otras eepeoies. El oultivo en mosto de uva, 
se présenta muy turbio oon trazas de anillo y depâsito 
sobre las parades del tubo. La êstria sobre agar malta 
es muy esoasa, tânue, de oolor grisâoeo y aspeoto mue#-
so# La oolonia on golatina mosto as redonda, taondida - 
en el fondo de un eafeudo produoido al fluiiifioar la %  
latina. La puntura on este misae#medio desarrolla en ­
ferma de esdmdo por produoiree, tsmbidn, una fuerte fLii^  
difioaoidn de la masa, el oultivo vie jo se presents oon 
la masa fluidifioada on eilindro#
Caraoteres fisioldgioost Ho asimil#&os nitra - 
tea ni esoinde la azbutina# lo desariolla an presenoia 
del aloohol etllioo# fermenta dnioamente la gluoosa# - 
Presm tando un podef fermentative bajo, an tomo al 4# 
an volumen# fermenta el mosto de uva oon fuerte produ£ 
oidn do doidos voldtiles# E m  sido muy esoasas las oe­
pas aisladas de esta espeoie»
12.- Candida nuolherrima (Lindner) findisoh#- Las 
odlulas an mosto de uva se presentan aisladas o an pax£ 
jas gemantes, a veoes reunidas an grupos de nuaerosos - 
elomentos, oosa qua oeurre mds fraouentamenta on agar- 
malta, donde las odlulas son mds grandes y presm tan en 
los oultivos viej 08 unas odlulas gigantes dotadas de un 
grueso grdaulo omtral de grass any refrlngente. H  - 
cult ivo an mosto de uva se presents transparente eon - 
abundante depdsito y esoasa fermentaoidn. La estria en 
agar malta es flbundantlsima, de aspeoto nlveo, lisa y - 
may lobulada. Ho esporula en ninguno de los medios oo- 
munes. Bn la prueba de Rivalier-Seydal da resiltado po
sit ivo# La oolonia on gelatina moeto ee blanoa, oon - 
buen desarrollo, gibosa y lueiente. La ruptura on geljt 
tins de mosto se presents al prinoipio eon desarrollo - 
suparfieial y mds tarde oon desarrollo en oopa y tardia 
fluidifioaoidn de la masa oon ligera ooloraoidn rojisa 
de la masa fluidifioada#
Oaraoteres fisioldgioost lo asimila les nitra­
tes y desarrolla may bien en presenoia del alcohol etl­
lioo# Esoinde la arbutina# fermenta sdlamente la glu -» 
oosa. Poder fenentativo may bajo, en tomo al t# en - 
volumen# Sdlo ha sido aislada una oepa de esta espeoie 
por lo que su presenoia en los mostos puede ser oonsidf 
rada casual.
aSACCHAROMYCES ELLIPSOIDETIS esporificado sobre agar-malta
SACCHAROMYCES BLLIPSOIHEUS en mosto de uva. Cultivo
joven.
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HANSENIASPORA GUILLIERMONHII eeporulada. Cultivo en 
agar-malta.
t
HANSENIASPORA GUILLIERMONDII esporulada. Cultivo en
agar-malta. Tenida por el métodA Castelli.
KLOECKERA APICULATA. Cultivo joven en agar-malta.
i m
ZIGOSACCHAROMYCES FLORENTINUS. Cultivo esporificado
en agar-malta.
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SACCHAROMYCBS MANGINI# Cultive esporulado sobre agar 
malta.
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SACCHAROMYCES ITALICTJS. Cultive esperulade sebre agar
malta.
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TORÜLASPORI ROSEI. Cultive esperulade sobre agar-malta.
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ÎAROMYCES OVIFORMIS. CSACCHARO ultive esperulade sebre
agar-malta.
QQMBfXABXO
D# lO0 16 moatos ezanlxftdos ## hsn mlslado 240 
cepas, 80 an oada una da laa tree faaae faxmantatlTas, 
partanaolantas a 12 acqpaoias da levaâarasÿ ainoo da al£ 
vado podar famantativo* oaatro da podar faraantatlyo - 
madia y traa da eacaaa o may ascaaa oapaeidad da faimag 
taoidn.
Son las sigalentes:
- Espaolas da alevado 
podar fannantatlvo.
- Espaolas da podar» 
famsntativo madia
- Espacies da asoaso 
podar faraantatiyo
Saoaharmgyaas allipsoidaas 
Saaeharoayoas aanglni 
Saooharamyoas oriformis 
Saoaharomyeas ohawaliari 
Saeoharoayoas italiens
Saeoharomyaas varona# 
Tozulaspora rosai 
Sorolopsis baeillaris 
Zigosaooharoayoas florantinas
Eloeokara apioolata 
Hansanlaspora goiUiaxmosdii 
Oandida puloharriaa
2^ M»la If fozmada son dates tornados del euadro 
ganeralf resume al ndmaro die eepas da oada aspaoia pra —  
sentes an al mostOf y la TSbla II su distribuoién an las 
txBS fases fexnantatiyas eonsideradas, miantxas qua an -
la Tabla Ü I  se oomdgBaa las sspsolss por ordsn dsors- 
oisnte de frecusDolaf haeiendo notar su poder fermenta- 
tivo mdxiae j mfnlmo ballade y la produeeldn de acides 
▼oldtil ttdxjaa y mlnlaaf al fermsatar en puresa aoate - 
de uva.
Marna iimediatamente la ateneidn la gran despig 
porcidn de las oepas part eue cientes a especies espori% 
nas ooB relaciân a las ne esperigenas (Tabla II), eon - 
predominio eael absolute de las primeras que représenta 
el del total de oepas aisladas# Este bedbo, de no­
table interds naturalista, puede ser atribuido a la se­
gue dad del olima pues las leradoras no esporigenas se - 
pexpetuan por las llamadas edlulae duraderas, las oua —  
les requieren para su formaoi&n unes eondieienes de ku- 
medad, que an esta eomaroa, por au alima, no enouentran#
£as especies no esporigenas llegan a falter por 
oosqpleto en la tercera fase fermentativa y representan 
s6lo el tOjC del total de oepas aisledas en la primera 
faae, por le que se puede aeegurar que enningdn momear 
to son responsables de la fexmentaoién del mosto»
Es de destaear tambidn el predominio en todas - 
las fases de las eqpeoies de elevado poder farmsntativo, 
oon la exoepoidn del Saooharomyees veronee, de poder - 
fermentativo medio# 8e eneuentran en un 32^ en la pri­
mera fase fermentativa, pero asta proporoidn se haoe - 
mds del doble en la segunda fase y se trlplioa, aloan »* 
sando el en la teroera. Todas las espeoies aisla-
tes de Xontilla-Morilee puaden produo Ir «de aloohol que 
eue hoaélogee de les reetmtee eouaroee (20), (21), (37)$ 
puede efirmeree, qtie eon edeede 2me de poder fermentati­
ve aie alto de toda Eepa&a#
Tienen la mdadjna intervenoiôn en la feymenta —  
oidn Saoeheromyoee ellipeoideue y Saoebaxemyeee aanglni» 
El primer0, «oy oondn en loe moetoe eepWlo]ee, ee easuen, 
tra en el oien por oien de laa mueetrae en eetudio y en 
las tree faees de oada une, oreoiendo en proporcidn al 
aomentar la oantidad de aloohol, deede un pteeente 
inioidLmante, haeta llegar a oonetituir el 42]t de la# » 
oapæ aieladae en tercera faae» Por eu gran o q^aeidad 
fermentativa, de 13 a 19 grades de aloohol en pureaa, - 
résulta neeesarie para acahar totalmente la fhrmentaoidn 
de mostos de tan elevado eontentdo en asdoar oomo son - 
los pxooedentes de uva Pedro Mmdnez, pudiendo ser eon—  
siderada eono la especie mds importante en el proœse - 
natural de la trensf ormacién del moato de uva»
Oasi igual importaneia tiens el Saooharosyoes - 
mangini, présente en un 87,5^ de las mue stras, aL eual 
d>uxda «uoho mds que en otras regiones vinloolu. fud 
enoontrado en las très fases, en 14 de los 16 mostos - 
oonsiderados, lo que pone de mmifiesto su dastaoada in- 
tervenoidn en la fermentaoidn espontdaea» Su poder fer» 
mentativo es, prdotioamente, igual que el del Saeoharo—  
myœs ellipsoideus y oonstituye, juntamente eon date, » 
el 80^ dé las oepas aiaLadas en tercera fase»
Taabidn el Saoehaxcayoee evifomie agpereee eon 
notable freouenola. May eneaao an 1# primera faae, ae 
imp one a oentinuaoidn partiolpando aotivamente en la - 
fermentaoidn, h#iendo eido aialado en el 56j( de lae - 
mueetxaa.
Bn ooanto a lae reetantea eepeoiea de alto pe- 
der fermentative, Saeeharomyoee ohevalieri y Saoobare- 
myeee italioue, faezon aieladae doe eepaa de la prime* 
ra, lo que deaueatra eu eaoaao interde, y Se daeeharo» 
myoea italieua apareeid adaaente una, por lo qua au - 
preeenoia puede y debe aer ooneiderada ooimo oeeual#
Entre lae eapeoiea de poder fermentative medio, 
tiene un e special interds el Saoeharomyoes veronae, le- 
vadura haploide que rebaja a segondo tdrmino, en le %% 
ferente a freeuenoia, a la Torulaspora rosei, eomdn a 
todos los mostos de uva espa&oles, y que prédomina en 
otras regiosas eapaBolas situadaa mds al norte (20), - 
(21). Âunque morfoldgioamente esta levadura dlfiere - 
bastante de la Torulaspora rosei, sus caractères fisio 
Idgioos son may pareeidos, produee escasa acides void- 
til al fazmoQtar en puresa y eetd dotada de un poder - 
fbrmentativo algo mener. Eo tiene gran rasistencia al 
aloohol por lo que pasa de eonstituir el 33)( en prime­
ra fase, al 14)t en segunda para quedar reduoida a menos 
del 4)( en la fase final. Eu importaneia es notable, - 
pudiendo afimarse que sigoe en interds al Saooharomy- 
oes ellipsoideus y Saoeharomyoes mangini, hdbiendo
reoldo el 75# de les nos stras»
La Sorulaspora rosei paas ee eon disoreta freoueg 
oia en el 50# de las m  stras» M e  va a oabo fermentaei^ 
nas de gran puresa, oon eseasa formaoi&n de aeidez void- 
til y aeompada al Saoeharomyoes veronae oome levadura t^ 
piea de la segunda fase, pues las restantes especies de 
poder fermentative medio, Torulopsis haeilleris y Zigosa 
eeharomyoes florentinus aisledas, solo estdn en la priia| 
ra fasé, intsrvienen esoasamente en la fumentaoidn»
Apenas tiens ocasidn de partieipar en la faraen 
tacién esponténea las levadurw de esoaso poder fermenta 
tivo. La Moaekers aqpioulata, may ahundatte m  Espaha y 
que en la Manoha llega a oeupar el segundo lugar de fre­
euenoia despuds del Saoeharomyoes ellips^deus, ha aide 
aislada en prqporeién any baja, solo en oinoo muestras, 
aotuando por igual en primera y segunda fase»
Asoeiada en la fase inieial eon la anterior, ha 
side aislada por pidàera vos en los mostos espa&oles la 
Hnseniaspora guilliemondii, levadura apieulata espor^ 
gena tlpioa de las regiones odlidas» Su interveneién - 
en la fermentaoidn no as de importaneia pues m Io se - 
présenté en el 19# de las muestras examinadas»
Cemo casual debe ser oonsiderado el aislmaiente 
de una cepa de Candida puloherrima, levadura prepia de 
olimas mds frf os o hdœdos, lo mismo que courre eon el 
Saoeharomyoes pastorianus, espeoie que no ha sido ais3g 
da en esta zona» La falta de estas dos espeoies oonsti
tuye una difaranoia fundamental eon la flora blaatomiod» 
tlca de la Bloja y La Manoha (21), (20)»
Eeoapltulando laa oaracterletioae eapeoialea de 
la oQuarca de Méntllla-Les MoriLia deade un punto de t Lji 
ta eooligloo, puede reeumiree aait
a»- Saeaaa freeuenoia de Moedcera apieulata y Cand^ 
de puloherrima. 
h»- iparioién de Saneeniaepora guilliermondi.
0»- lotahle moment o de Saeoheroayoea veronae y 
d»- Aumenoia de Saeeharomyoee paatorianue» 
e»- Activa partiolpaeifa en la faae final del proœ- 
80 facmentativo del Saoeharomyeee mangini, aeo^ 
ciado al Saoeharomyeee ellipeoideue»
En el **grdfleo de zona", m  représenta la difu —  
sién de las levaduras en la regién en funoién de sus po» 
deres fermentativos» Este gréfioo présenta una gran se­
me janza oon el obtenido por Caprietti en la Calabria (8).
Puede apreoierse por medio de este grdfioo el - 
predominio de oepas de elevado poder farmentativo, eorrep 
pondlendo el mdzimo al poder fermsatativo oonqrendido en­
tre 14 Ÿ 5^ grados»
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Ndmero de eepas de las dlversas especies en los mostos
de HontiUa
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1 15 5 7 - 2 1 -
2 15 7 7 - - 1 - - -
3 15 4 11 - - -
4 15 1 2 - 10 2 -
5 15 8 4 1 - - 1 1 -
6 15 8 6 1 -
7 15 6 4 1 1 1 2
8 15 4 3 4 — t 3 4
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14 15 4 7 1 - 1 1 % - -
15 15 6 6 2 1
16 15 3 4 3 3 1 - 1
Total.240 76 60 21 2 1 47 3 12 6 3 8 1
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Freeuenoia de lae espeoies en las distintas fases d# la 
fermentaoidn de los mostos do HontiUa*
Espeoies aisladas Ease I Faso II Fase H I
Eloeokera aploixlata..#...... 4
Torulopsls baoillaria#
Candida poloherriaam # • # ..... . 1
Total de eepeks
no esporfgenas#..»# * 4 0
SaooharOByoes ellipsoideus#.. # 30 34
Saccharos^ces mangini##....### 18 30
Saooharoqyoes oviformis#####.. 1 10 10
Saceharomyces ohevalieri##.### 1
Saccharoxryces Italdcus#####•• • 1
Saccharoiayces veronae##..#. ## 11 3
Zigosaccharomyces florentinus#•• 3 -
Torulaspora rosei###..#..#. ## 6 1
Hanseniaspora guilliermondii# • 5 1
Total de oepas
esporigenas#................ 72 76 80
TOTAIi BE OEPAS#..... 80 80
Oepas referibles a espeoies esporulGufaSo## 
» » w BO esporuladaso#
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lia#- ssmocim m  gepas para sü aplicacioh irdustriai
Qmo hemos Indioado an los ABÏEBGEDBBIB3 HISTGBIOOa, 
fotf Mallsz^Shargafu #1 que slgoiendo 1 m  ideas de Haosezi - 
aoaroa del use de eultivos pores #e levaduras en la indus­
trie de la eerveoerfa* aplioé esta tdoniea a la vinifie# —  
oi£% eztendldndose r^idamente^ y asl el alemdn lortauxm 
estab]#oi6 en Qelsenheim on# Mt#oida par# 1# obteneidn de 
cultives pores ym en 1894 (40)#
Despuds, se suoeden los estudios de on# serie de - 
investigkdores entre los que destaoen Martinaud (26), len* 
tr# (49)# Oastelli (16), Greff (31), Ëarques-Gdmea (47)*^ 
Los resoltados obtenidos, tento por dates oome el eonjunto 
de industriM que ponen enprdetiea est# tdonie#, no son - 
totalmente oonoordantes, no siesqpre los vines obtenidos - 
per medio de levedures seleoeienedM son superiores # les 
que me obtienen por medio de una fermes taïoldn espontdnea# 
sin eiËbargo se reoonooe ao tuai sente que los majores resul- 
tftdos son los obtenidos oon levadures aisladas y seleeoio- 
nsdM en los mostos y vinos de 1# mism# regidn en 1# que - 
posteriormente, van a ser eaqpleadss#
La fermentaoidn oon un# levadura seleocionada, fer 
mentaoidn en pures#, estd sieapre a oargo de una sola esp£ 
oie de levadura# hemoaloohdlica, de rendimiento aloohdlieo 
elevado y una produooidn de aoides voldtil baja#
Entre todas las oepM aisladas, elegiaos un oonj%@ 
to de ellM reptesentativas de oada una de las fases de la 
fermai tacidn#
Bfltae oapM, junto eon «us earnctoristloM onol^ 
glons mAs destaoads*, sont
Oanaa iMDoeiaa Pod .form.
134 3aoeharomy»oa oUlpaoideus 17,0 1,06
148 8aodliaro#yeoe elllpaoidaua 17,0 1,00
210 Saccharoayaoa allipaoidoua 19,0 0,72
59 Saeoharonyoaa mangini 15,75 1,23
217 Saechaxoayeof mangini 16,25 0,98
144 Saoohareayeoa orlfoxais 17,0 0,82
227 Saectaaroayoea oviforala 17,0 0,85
105 Saooharoayooa italiona 16,0 0,82
131 Saoeharoayooa ^wuallwi 15,0 1,06
212 Saoebaroayoas ohovaliari 15,5 0,98
37 Saoohaxoayoaa Toronaa 9,5 0,29
228 Saeobaroayeoa veronae 10,0 0,26
107 Sorulaapora roaei 10,75 0,41
174 lorulaapora roaei 11,25 0,18
155 Banaeniaapora goiUiemondii 8,0 0,88
233 Hanaeniai^era guilliermondii 7,0 1,16
229 Qoeekera ag i^oulata 4,75 0,98
140 lorolopaia BaoiUaria 10,75 1,06
Be todas estas oepas# y usaado eemo oriterio se- 
lectivo los valcres que se obtienen en su fenamtaoidn - 
en puresa, escoglmos aquellas que pueden tener mayor 
aplioaoidn en bodega^  ^, realizando a oontinuaoidn pruebas 
de feimentaoidn en puresa y fermentaoi&i esoalar condu —  
centes a reafirmar la seleocidn efeotdada y el mayor o %  
nor rendimiento en oada modalidad de fermentaoidn.
Para ello, a partir de una pàtina reoiente de ea 
da una de ellas, ae prepard un "pie de cuba** oon 250 oeg 
tlmetros odbioos de mosto estdril y a las 48 horas# ouag 
do el mosto estaba en plena fermentaoidn, se sembrd en - 
reoipientes de 10 litros de oapacidad conteniendo oada - 
une 6 litros de mosto de uva esterilizado previamente - 
oon metabisulfito potdsioo y posterioimente desulfitado 
(46), y de la siguiente oomposioidn*
Azdoar  ....     15#0 grados Baumd
Aoidez total  4#9 gr/l.Ao. taart.
Anhidrido sulfuroso total .... 150,0 mgrA
P H ......................... 3,4
lüeatxai durd la fermentaoidn, se mantuvieron eg 
tos reoipientes en un local a 16-18 grados.
La fermentaoidn se inioid, en general, oon gran 
rapides, alrededor de las 48 a 60 horas de smbrados, - 
mantenidndose a ritmo pareeido y sin deoaer en ningdn - 
momento, excepoidn heoha de las oepas pertenaoientes a
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las especies Hanseniaspora guilliemondii, Eloeokera ap^ 
oulata y Tarulopsis baeillaris. Bn dstas, la fementa —  
cl6n no tuvo lugar ya que la dosis de 150 mgr/l de anJai- 
drido sulfuroso produce su total inhibioidn. inhibicidn 
muy beneficiosa en bodega dado el métabolisme heterofer- 
mentativo de estas levaduras que rebajan la oalidad del 
vino résultante.
La clarificacldn espontdnea de los mostos femen 
tados tambien fud en general muy rapida y espeoialmezrte 
favorable oon las oepas 134, 59, 217, 227, 131 y 228. - 
Siendo este un oardoter de gran iaportanoia en la tecni- 
oa aplicativa de bodega.
A los 15 dlas de iniciada la fementacidn y al - 
tdrmino de la misma, se efectuaron los andlisis de aci—  
dez total, aoidez voldtil, alcohol y aoetaldehido, si —  
guiendo las tdcnicas indicadas al final de esta Peurte.
Los resuitado8 de estos andlisis se dan en las - 
Tablas siguientes.
Bn oada una de las tablas se especifican los re- 
sultados a los 15 dias y al final de la fementacidn, se 
haldndose con una (xj aqudllas levaduras que presentan - 
unos re suit ados mds favorables para su aplicacidn indus­
trial.
U S U  XT
ACHŒZ TOTAI. SH 81^ BE ACIBO lEAKCARICO
OeuM fiik4
134 Saooharomyee# dUlpsoldea# 5,25 5,62
148 8#o@hmromy@#B eUipsoldeos 5,4 6,0
210 Saoeharcayoes ellipsoideus 5,4 6,0
59 Ssooheroayoes mangini 5,2 6,2
217 Seoehsromyees mangini 5,4 6,2
144 Saeohmromyoss evifomim 4,6 5,4
227 Saoehsromyoes ovifoznis 4,8 5,9
105 SaoohercHiyees itslieus 4,3 5,3
131 Saeoharomyees ohevmlieri 5,5 6,1
212 Saooharoayoes ohevmlieri 5,4 6,4
37 Saoeheremyees veronae 5,1 5,3
228 Saeoharomyees veronae 5,1 5,4
107 Torulaspora rosei 5,0 5,5
174 Torulaspora rosei 5,2 5.6
155 Hanseniaspora guilliermondii 5,0 5,0
233 Hanseniaspora guilliermondii 4,9 4,9
229 Eloeekera apioulata 4,9 4,9
140 Torolepsis baeillaris 4,9 4,9
£ABM t 
GRADOS m  âlCOHOL OBÜERIDO
Sssi w w # 15.4b* final
134 Saoeharomyoes ellipsoideus 12,5 14,1 (%)
148 Saoeharomyoes ellipseideus 12,7 14,3 (%)
210 Saeoharomyees eg^ipsoideus 12,6 13,1
59 Saoeharomyoes mMgini 11,4 14,4 (%)
217 Saoeharomyoes ronglni 12,9 14,2 (%)
144 Saeoharomyees ovif ormis 12,2 14,4 (%)
227 Saeoharomyees ovifoxmis 11,7 13,6 (%)
105 Saoeharomyees italieus 9,15 9,4
131 Saoeharomyoes ehevalieri 10,6 13,9 (%)
212 Saeohwomyees ehevaliari 13,6 14,1 (i)
37 Saeoharomyees veronae 6,8 7,8
228 Saoeharomyoes veronas 7,2 8,15
107 Torulaspora rosei 6,2 7,5
1*4 Torulaspora rosei 6,2 7,0
155 Hansemlaspmpa guilliermondii
233 Hanseniaspora guiUieimoodii
229 neeekera cq»ieulata
140 Torulopsis baeillaris
liBLi TI
AOIBEZ TOLAXZL SH QS/L BE ACIBO AGSXIOO
OSES E#B#eie 15 <H&s
134 Saeoharomyees ellipsoideus 0,48 0,97 (%)
148 Saooharoayoes ellipsoideus 0,96 1,4
210 Saooharoayoes ellips^deus 0,48 1,6
59 Saocharomsroes mangini 0,90 1,8
217 Saeoharomyees mangini 0,72 1,21 (x)
144 Saeoharomyoes oviformis 0,66 1,36
227 Saooharoayoes oviformis 0,76 1,26 (x)
105 Saooharoayoes italious 0,67 1,08 (x)
131 Saoeharomyoes ohevaliMi 0,54 1,26 (x)
212 Saoeharomyoes ohavalieri 1,17 1,*
37 Saoeharomyoes veronae 0,20 0,34
228 Saoeharomyoes veromas 0,2 0,28 (x)
107 Torulaspwa rosei 0,3 0,97
174 Torulampora rosei 0,4 0,91 (x)
155 Hanseniaspora guilliermondii -
233 Hanseniaspora guilliermondii
229 Eloeokera iq>ioulata
140 Torulopsis baoilleria
msLt m
leBSACEBHZDO EN
6«e« 15 âlaa fix#
134 8m«w%h#pomywm tllipseldraa 83,7 87,2 Cx)
148 Swtiiereeyws .Uipaeidma 78,3 74,7
210 8«e@h#ro#^o## .Uipaeddms 80,1 90,8 (x)
59 8*e.h#romy@#8 ■■ngtirt 89,0 116,0 Cx)
217 Smoehmrogyw# mngimi €2,3 65,6
144 8#@ohmromy*## «nrifosala 69,4 69,5
227 8m«tanr«qfMf «rifomlt 49,8 47,6
105 SmoAmromyo## italim* 49,8 72,1
131 8#*Ahmromyo## @h#v#li#ri 117,0 107,0 (x)
212 Saochaafoi^ yoaf ohavallarl 38,7 49»2
37 Smoohmromye## v * m m # 30,2 42,0
228 SmefaareiQrMfl t v t o b m 32,0 39,9
107 loxolaqpore roaei 45,6 56,2
174 Torulaapora roaai 44,2 50,2
155 BanaMiaapora gaillianaondii -
233 Baaawiaapwa gailliaiBondii -
229 Xleaokara apioulata
140 loxolopaia baeillaria
A la rLata da aatoa raaultadea féell aaaogar 
las oepas db mds elevada oapaeidad en ooanto a produooidn 
de aloohol» La mayorla de las oepM en estudio lo prodo- 
oen en gran ontidad pero pAesentan# generdlmente, el in- 
oonveniente de produoir a la ves gran oantidad de aoides 
voldtil por lo que para haoer la seleeoidn definitive se 
tuvo en ouenta taabidn este Ixidioe, oomo puede verse en 
la T#d)la VI, es muy bajo en las eepem 134# 217# 227# 105, 
131# 37 y 228 y de datas oon gran produooidn de aloohol - 
tenemos: 134# 217# 227# 131» En définitive son estas ou§ 
tro las que ae ssoogLeron oomo de gran vdlor prdatioo» - 
TamMdn ae ha osDogido la oepa ndmero 228# Saeàharomyoes 
veronas que aeunque produce muy poeo aloohol, unos oOhe - 
grados oomo mdzimo, tamhidn origine muy pooa aoides void 
til, lo que la haoe espeoimlmente adeouada para los ensa- 
yos de fermentaoidn esoalar.
Hb.- BSIDBIO COHPARAIIVO EHIRB U. EBRUEHIAOIQR 
BSOALAB Y la fSBlflSNIACIOit SH FDBSZA
üaa vez aeleeolonadas, por las pruebas anterior- 
mente descritas, aquellas eepas que tienen mayor valor - 
para ser usadas en eultivo puro, se reallzan a continua- 
ol6n unos ensayos de farmm taoidn en pureza y de fermen­
taoidn esoalar eon diohas oepas# oon objeto de m r  la mg 
yor 0 mener utilüad de oada uns de las dos modal id ades 
de fermai taoidn.
Oomo se ha indioado antmriormente, la fermenta —  
oidn en pureza oonsiste en el eopleo de una sola lavadu- 
ra mientras que en la fermentaoidn esoalar# o esoalonada, 
se utildman dos»
Esta fermentaoidn# ideada por Verona (59) y s s% 
diada per diversos investigadores oomo Gantarelli (2)# - 
IHigo (34) oansiste en inioiar la fermentaoidn del mosto 
oon una especie de levadura de gran pureza fermentativa 
y pcder alooholigeno medio que# aunque no desdoble total 
mente los azdcares présentes# tampooo aoumula en el me­
dio altas eonoentraoicnes de ici des voldtiles; a los po- 
008 dias la fermentaoidn se compléta oon una levadura - 
perteneoiente a oualquier especie del génaro SsLccharomy- 
oes dotada de alto poder fermenta tivo»
En mestro oaso# utiljzamoe las cuatro oepas del 
gdnero Saoeharomyoes seleooionadas por su gxmn produooidn 
de aloohol y relativamente pooa produooidn de aoidez vo —  
litil y utilando para el indoulo inioial la oepa 228 - 
de Saoeharomyoes veronas seleocionada sobre las 107 y 174
de Torulaspora rosei por sa mener proèteeidn de aoides 
voldtil.
Tanto en el oaso de la fermentaoidn en puresa - 
oomo en el de la fermentaoidn esoalar sert nsœsario la 
esteriliaacidn tdonioa del mosto que ha de fermentarse, 
para eliminar del medio toda la peblaoidn aixta de espg 
oies blfttoaiodtioas, es ezrtonoes ouando el sustrato 
queda en oondioiones de que desarrollen su aotividad yi 
tal la espeoie o especies seleoeLonadas, respeotivarnenm 
te.
La esterilisaoidn en bodega se lie va a oabe por 
adioidn de dosis adeouadas de anhidrido sulfuroso, de —  
tezminadas en oada oaso por diversos faotores* eoMOoi** 
oidn del mosto, estado epiddmioo de la vendimia, tdeni- 
ca y local de la fermentaoidn, tesperatura ambiante de 
la zona, etc., en consonanoia oon el tiez#o que ae ha - 
de mantener éL mosto en deoantaoidn y oon las oaraote —  
ristioas propias del produoto que ae quiere élaborer.
En la Seleooidn efectuada entre las oepas en es 
tudio, hemos tenido ei ousata taabidn este factor y se 
ha visto oomo la dosis de 150,0 agr de anhidrido sulf%% 
so total, sirve para inhibir totalmente aquellas levadu­
ras de fermentaoi&i no hoMSloohdlioa mientras que las 
seleooionadas soportan esta aocidn sin menosodbo de su 
funoidn fermentativa.
La ezperienoia se llevd a oabo oon mosto de uva 
esterilÊsado en autoolave y eon las siguientes oanote-
zifltloas aamlltiema.
Ajrdoar  ....   14 grados Bmxmé
Aoldez total  .... 4»9 gr/l an ao. tar.
pH  ........  3,4
KI "pie da #uba"^ tanto an al oaso da las oapaa - 
usadas an puraza oomo an la farmantacidn asoalar, aa pré­
para toxnando un "aaa" da la lavadura an ouastidn, pravi*^ 
manta rajuvanaoida an agarnmalta, y aaabréndola an 50 oa. 
dal mlsmo mosto y dajdndolo durante 48 boras a 25^0.
Isi, aa preparan coho "plas da ouba** da la aapa - 
228 da Saaoharomyoas varonaa aon las qua aa siambran coho 
raoipiantas oontanlando dos litres da mosto y oarrdndosa 
a oontinuaoidn oon una vdlvula MdUar da doido sulfllrioof 
La f armantaoidn sa contrôla por madlo da pasadaa 
diarias oon la qua aa eonooa la pdrdida da anhidrido oaa>>* 
b6nicO| da donda puada daducirsa la produecidn da alcohol; 
esta control ae continua durante siata dims.
Los valor as da aata pdrdida da anhidrido oarbdni- 
00 vianan indioados a continuaoidn.
SABLA Vni
Muastra Espaeia Gr de 002 
nrodueidoa
SxÉto.
E Saaoharosyoas varonas 56 3,7
I * » 54 3,6
6 é: à 65 4,3
H Ht à 50 3,3
I è 48 3,2
J à # 65,5 4,3
Z w à 54 3,6
L » » 54,5 3.6
Al tdrmlno de astos alata dlaa» aa xaallzd la 
val(r aoi6n da aoidez voldtil, sa obtuvo al valor Intag 
madlo de 0,17 gramoa da doldo aedtioo por litro.
Sagoidamantai datos raoipiantas, junto oon les 
Auavos A, B, G, L son sanbrados oon las oapas qua sa - 
indioa an la Sabla H .
SâBM n
m v m m A S  omiZimAS m  m  ibbhebiaciqn sn foheza e^soaiab
istra SrnMi.
A 134 8.
B 217 A. mmnglni
C 227 a. mrifozmis
D 131 a. oh«TÉli*ri
B 228-134 a. a. ^llpsoldKui
H 228-1&% 8. vmronm#- a. #Uipaeia*am
I 228-217 a. T«rOIlM- a. mxmglml
I 228-217 a. TWOBM- a. mnglBi
6 228-227 a. T.ronM- a. enrlfonais
Z 228-227 a. ▼wroBM- a. OTifoiBla
J 228-131 a. Y.ronM- a. ohcYslieri
L 228-131 a. TeroBM- s. oheYalinrl
n  ourso ds la farmentaoidn ae algae mediante pe- 
sada diaria.
La farmaxitaoidn ae desarroUa oon menoa aetividad 
en aquelloa moatos aanhradoa en aaoalar que an lea aambzm 
doe en pureza pero an oonjunto, la fenuentaoidn aaoalar - 
tiene lugar oon gran ragolaridad, oaracter intereaante da 
este tiÿa de farmcntacidn^ por el oontrario, los farmentg 
dos en pureza lo haoen oon gran actividad en los primaroa 
dlfts, pero decayendo nâs ripidamente y ooneluyendo antes, 
pero —  y he aqul un dato d.e gran importancia--» ain consu- 
mir totalmente, y en ouantia manor que los en esoalar, » 
los azdoares del medio y ohtazxiéndoae por tanto un rendl#» 
miento infwior en alcohol, oomo ae oosprueba en los da —  
tos rese&ados en las Tablas.
Es mda, la diferenoia en la rapidez de fermenta —  
ci6n no es muy elevada, ya que inoluyendo los siete dlas 
en que aotua sola la eepa previa de la escalar la cifra - 
mda desfairorable da en total 13 dlas pero obteniéndose en 
este oaso una cantidad de alcohol mayor &1,2*).
WXLk X
Mwstra PMmemtmaldn SiBSg Dl— d# f.nM Bt>el6n
A
£
H
Pmreza
Saealar
Ssealar
134
228-134
228-134
30
33
30 31,5
B
r
I
Pures*
Ssealar
Escalar
217
228-217
228-217
28
34
35 34,5
C
6
X
Porasa
Ssealar
Ssealar
227
228-227
228-227
43
48
42 45
B
J
£
Porasa
Ssealar
Ssealar
131
228-131
228-131
48
41
40 40,5
Tjmk n
BSRDIDA TOTAL DE AEHIDllDO CAHBONIGO
Muestra F«xmentaoi6n Gepms Sraaos
A
E
H
Pureza
Eaoalar
Escalar
134
228-134
228-134
170
203.5
222.5
B
P
I
Pureza
Escalar
Escalar
217
228-217
228-217
173
210.5
202.5
G
6
E
Pureza
Escalar
Escalar
227
226-227
228-227
181
197
195,5
D
J
L
Pureza
Eaoalar
Escalar
131
228-131
228-131
177
179.5
187.5
TABLA H I
ALCOHOL TBOEIOO
Maestra Parmentaoidn Oapaa Gradoa Madia
A
B
H
Pureza
Esoalar
Eaoalar
134
228-134
228-134
11,2
13,4
14,6 14,0
B
P
I
Pureza
Eaoalar
Eaoalar
217
228-217
228-217
11,4
13,8
13,3
13,55
C
6
X
Foreza
Ssealar
Ssealar
227
228-227
228-227
11.9 
13,0
12.9 13,0
D
J
L
Forsza
Ssealar
Esoalar
131
228-131
228-131
11,6
11,8
12,3
12,0
SABLâ un
ÂHUGAR HO VERMSHTADO Së/UTBO
Muestra Paimaataoifia
A
E
H
Foreza
Esoalar
Escalar
Oopaa
134
228-134
228-134
Ormoa
84
50
30,5
40,2
B Porasa
f Esoalar
I Esoalar
217
228-217
228-217
79
42,75
51,5 47,1
C Poraza
6 Esoalar
X Esoalar
227
228-227
228-227
72,7
56,5
58 57,2
D Poraza
3 Esoalar
£ Esoalar
131
228-131
228-131
77
74,5
66 70,2
ïïna yes obtenidos los vinos por estas dos moda* 
lidades de fennentaoidn, se detexminan en elles una ee­
rie de Qoixqpuestos qulnieos que lo oaraoterizan y valo^ 
ran. Estos ooapuestos son: aoidez total, aoidez fija,
aoidez volitil, aloohol, azdoar, dcido Idotioo, aoetal- 
dehido, aoetal, butilengliool y pH siguiendo los mdto —  
doe indioados al final de esta Parte.
Bestaoa eztraordinariamente el he oho de que la 
aoidez voldtil da los vinos obtenidos por fermentaoidn 
esoalar es inferior a la de los vinos obtenidos por far 
mentaoidn en pureza (Tabla XV) estos presents un gran in 
terds industrial, ya que este oar doter junto oon el he —  
oho de obtenerse taabidn eon esta modalidad de fermenta- 
oidn un mayor rendimiento en aloohol, oomo puede apre —  
oiarse en los datos eiqpue stos en la Tabla HT, haoe es­
te tipo de fermaitaoidn any adeeuado para su aplioaoidn 
en bodega, ya que tanto el aloohol oomo la aoidez vold- 
til, son los dos Indicés mde importantes en la valorisa 
oidn de todo vino, al menos^^^^asto.
Los valores obtenidos para el azdoar residual - 
son inferiores a los deduoidos por sisqple pesada (Tablas 
m i  y 171) oosa totalmente Idgioa por ouanto las fermeg 
tasiones de las levaduras no son totalmente homoalcohdli 
cas, pero observdndose menor residue azuoarado en los 
nos obtenidos por fermentaoidn esoalar y dentro de ésta, 
en la pare j a de levaduras daoohar<myoes veronae-Haoohaw 
myoes ellipsoideus oon sus oepas 228 y 134 respeetiva—
mante, que son las que en todoe los andlisls raalizados 
destacan oomo de gran valor para su «gplioaoién pràotioa, 
muy superior a las otras pare j as en estudio, ya de por 
si valiosas.
Los valores que se obtienen para la aoidez to —  
tel son prdotioamente iguales en ambas moialidades de - 
fermenta oién, oabe apreoiar sin embargo en todos los qa 
80S que esta aoidez es ligeramente inferior en la fer —  
mentaoidn esoalar, lo que esté de aouerdo oon el heeho 
de que es en esta miema fermentaoidn donde se produoe - 
més alcohol produolëndose una mayor preoipitaoidn de - 
bitartrato*
En la Tabla X7HI se exponen los valores obtexy. 
dos de doido Idotioo, puede oomprobarse que los vinos - 
obtenidos por farmentacidn esoalar son mds rioos en ds- 
te que los que se obtienen oon farmentaoidn en pureza, 
las diferenoiae son apreoiebles siendo la menor de ellas 
los 0,25 gramos por litro que ezisten entre los fermen — 
tados de Saooharomyoes ellipsoideus, en pureza y en asg 
oiaOidn oon Saooharomyoes veronaa. La mayor diferenoia 
apareoe oon la oepa 131, Saooharomyoes ohevalieri, oon 
0,53 gr/l, relaoionado oon el oaraoter fermentative de 
esta levadura ya que es la que menos aloohol produoe, - 
es deoir, su fermen taoidn es la menos "homoaloohdlioa" 
de las estudiadas y por tanto produoirà mayor oantidad 
de otros ooapuestos seoundarios.
En los valores de butllenglio^, ezpuestos en la 
tabla XXI, oourre lo contrario que en los de doido Idotl 
00, los valores mayores los tienen los vinos obtenidos 
en fermentaoi&n en pureza, eneontrdndose la mayor dife —  
renoia en los fermentados de la oepa 227, Saooharomyoes 
ovifozmis, oon 8,25 gramos por litro.
En la Kbla U X  se ezponen los valores hallados 
para el aœtaldehido. Son estos may pequehos, ya que eg 
te se produoe esenoialmente oomo eonsecuenoia de la orian, 
za del vino y el que aqul enoontramos es un subproduoto 
de la fermentaoidn aloohdlioa, siendo, salvo en un oaso 
-Saooharomyoes ovifozmis- ligeramente superiores en - 
los vinos obtenidos "enesoalar".
Eambidn los valores h^lados para el aoetal, 
que se reoogen en la Tabla 2X son muy pequeBos ya que - 
dste se produce en el "envej eoimiento" posterior del vino.
Los valores del pH son prdotioamente iguales y - 
los normalmente enoontmdos en vinos (Tabla 1X11%.
En reaimen, puede afirmarse la superioridad de - 
la Uamada farmentaoidn esoalar sobre la fezmentaoidn 
en pureza, superioridad que radioa en su mayor rendimien—  
to aloohdlioo, manor oontenido en aoidez volitil, mayor - 
contenido en doido Idotioo y valores prdotioamente igua —  
les en los demds eompuestos quimioos usuiCLmente oaraote —  
rizados en los vinos y dejando el vino oon un residue 
azuoarado any inferior al que lo dejan los fermentados
en pureza. Sato unido al mayor oontenido alcohdlioo, 
reduce el rieego de infeooién baoteriana, siendo por - 
tanto oonservdblas oon mayor faoLlidad.
Dmio gpe este trabajo esté orientado a la se —  
leoci&a de aquéllas oepas que se puedan utLlizar oon - 
gran ventaja por la industrie enolégioa, es évidente - 
que de todaê las oepas puestas en estudio es la pareja 
Saooharomyoes veronas- Saooharomyoes ellipsoideus la - 
que major puede oonduoir una fermentaoidn y que oon - 
los ndmeros 615 y 80, respeotivamente parteneoen a la 
Coleooidn del Departamento de Fermentaoiones Industrie 
les.
XABLA H T
GBADO ALCOHOLICO OBIBNIDO
Maeetrs farmentaoi&g Oepma Gr«doa Madia
A Pureza 134 11,8
B Esoalar 228-134 13,5
a Esoalar 228-134 14,5
B Pureza 217 12,8
7 Esoalar 228-217 14,0
I Esoalar 228-217 14,0
0 Pureza 227 12,2
G Esoalar 228-227 13,4
E Esoalar 228-227 13,0
D Pureza 131 12,2
J Esoalar 228-131 13,4
L Esoalar 228-131 12,5
14,0
14,0
13,2
12,9
TABU Vf
AOIDEZ VOUTIL M  OH. AO. AOBTIOO/&ITRO DB YIHO
Muestre fenentaoida
A
E
H
Pureza
Escalar
Escalar
134
228-134
228-134
Grmo.
0,63
0,50
0,50
MSdla
0,50
B
7
I
Pureza
Esoalar
Esoalar
217
228-217
228-217
0,69
0,57
0,57 0,57
0
G
E
Pureza
Esoalar
Esoalar
227
228-227
228-227
0,94
0,88
0,7#
0,82
0
J
L
Pureza
Esoalar
Esoalar
131
228-131
228*131
0,63
0,44
0,50 0,47
TABU 171
AZÜCAR NO FBHMENTADO POR LITRO DS 7IN0
Mueetra Fermentaoiân
A
S
H
Pureza
Esoalar
Escalar
Oenas
134
228-134
228-134
Gramos
69,5
26,2
7,8 17,0
B Pureza
Escalar
Escalar
217
228-217
228-217
67,0
20,2
26,8 23,5
0
G
E
Pureza
Escalar
Esoalar
227
228-227
228-227
62,9
33,8
33,2 33,5
D
J
L
Pureza
Escalar
Escalar
131
228-131
228-131
56,8
52,3
»,0 45,6
UBhk XVII
AOIDEZ TOTAL EN GH.AC. TARTAHIC0AI3!R0 Iffî VINO
Mgestra f arment aol6n Cepas Gremoe
A
E
H
Pureza
Ssealar
Escalar
134
228-134
228-134
4,5
4,3
4,7
4,5
B
P
I
Pureza
Esoalar
Escalar
217
228-217
228-217
5,1
5.0
4.1 4,55
C
G
E
Puresa
Escalar
Esoalar
227
228-227
228-227
5.0 
4,4
5.1
4,75
D
J
L
Pureza
Esoalar
Esoalar
131
228-131
228-131
4.7 
4,1
4.7
lABM mil
AC. lACTICO BN G^IITRO DE VINO
Mueatra ferma ntacl6n Cepas Gramos
A Porasa 134 0,69
£ Esoalar 228-134 0,89
H Esoalar 228-134 0,99
B Pureza 217 0,89
f Esoalar 228-217 1,28
I Esoalar 228-217 1,38
0 Pureza 227 0,79
G Esoalar 228-227 1,09
E Esoalar 228-227 1,19
D Pureza 131 1,09
J Esoalar 228-131 1,48
£ Esoalar 228-131 1,76
0,94
1,34
1,14
1,62
XABM ZZZ
ACEIAIDBHIDO SN MGN/SIIRO DE VINO
Maestra fenaentaolén Oepas Mgraaoe
A
B
H
Foreza
Esoalar
Esoalar
134
228-134
228-134
30.5
39.5
39.5 39,5
B
f
I
Pureza
Esoalar
Esoalar
217
228-217
228-217
28.7 
30,5
37.7 34,1
C
G
E
Pureza
Esoalar
Esoalar
227
228-227
228-227
43,1
35.9
35.9
35,9
D
J
£
Pureza
Esoalar
Esoalar
131
228-131
1-131
26,9
34,1
37,7 35,9
TABLA XX
AOETAL EN MGR / LITRO DE VINO
lAieatra Pennentftoléa Oepas
A
E
H
Pureza
Esoalar
Esoalar
134
228-134
228-134
Iberaaos
9.6
9.6
B
P
I
Pureza
Esoalar
Esoalar
217
228-217
228-217
12,5
4,8
0
G
X
Pureza
Esoalar
Esoalar
227
228-227 19,3
228-227 9,6
D
J
L
Pureza
Escalar
Escalar
131
228-131
228-131
4.8
4.8
XABLA Z H
BOIUEHGLICOL ER GR / LIXRO DE YIRO
Mliestra fermsntaolén
A
B
H
Pureza
Esoalar
Esoalar
Oepas
134
228-134
228-134
Grsnos
1,08
0,85
0,85 0,85
B
P
I
Pureza
Eaoalar
Escalar
217
228-217
228-217
0,87
0,75
0,90 0,825
0
G
E
Pureza
Esoalar
Esoalar
227
228-227
228-227
1,13
0,80
0,97 0,885
D
J
L
Pureza
Esoalar
Esoalar
131
228-131
228-131
0,90
0,65
0,75
0,70
fàShk XXII
VAIiCEES DEL pH
Mueetra Permentaclén
A
B
a
Pureza
Esoalar
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3.35 
3,5
3.35
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I
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Esoalar
217
228-217
228-217
3.4 
3,45
3.4
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227
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228-227
3,35
3,5
D
J
L
Pureza
Esoalar
Esoalar
131
228-131
228-131
3,3
3,35
3,2
PBOCEDIMCENPOS ANAUTICOS
Aoetal.- Método pueeto a punto por Campos (5)
Aoidez total.- Hibereau-Gayon y Peyuaad (53), pdg. 99 
Aoidez voldtil.- Ribereaa-Gayoa y Peynaad (53), pdgs.
122, 127, 128 
Aoido Idotioo.- Prooedimiento de Casas (11 ) 
2,3-butilengliool.- Peynaud (48), oon la modifioaoi&n
final de Casas (12).
Etanal.- Ribereau-Gayon y Peynaud (52), modlficado - 
por Casas (12)
Etanol.- Mdtodo de Semiohon y Planzy desorito por %  
bereau-Gayon y Peynaud (53), pdg. 35. 
Glioerina.- Mdtodo de Pleury y Lange desorito por %  
bereau-Gayon y Peynaud (53), pdg. 334. 
Azdoares.- Mdtodo Bertrand aplioado al vino y desori 
to por Ribereau-Gayon y Peynaud (53), pdg. 
285.
pH.- Eleotrometria con eleotrodo da vidrio.
Anhidrido sulforoso total.- Mdtodo de Ripper desorito 
por Ribereau-Gayon y Peynaud (53) pdg. 384.
SSGUNDA PABIZ
I MCROBIOLOGIA BE L06 VELOS DBSARBÛLLADOS SOBRE VINOS
ABTBGBDENTB8 BIBLIOGRAPIOOS
Las primeras descripaiones de las levaduras en^ 
contradas en velos desarroUados sobre vinos, se remon- 
tan a los tiempos de Pasteur que, opinaba eran levaduras 
pertenscientes a la especie Mÿoodetma vini, compartiendo 
las ideas con Rooques (55) que estudid los velos desafw 
llados sobre vinos amarillos del Arbois.
Velos blastomiodtioos sobre vinos son freouentl- 
simos entodas las latitudes, originando en los mismos - 
notables alteraoiones oonooidas oomo una en&rmedad 11a- 
mada "flores del vino".
Las levaduras descritas oomo causantes de esta - 
enfarmedad son muy numerosas. Besmazieres, oitado por - 
De Rossi (57), describe un %ooderma vinA, %ooderma ee- 
revisiae y un %ooderma lafarii en tales vinos.
Bn el a&o 1917, De Rossi (56) en un magistral - 
trabajo sobbe mioodermas del vino, describe ouatro espe- 
cies olasificadas en dioho gdnero y que considéra oomo - 
agentes causantes de esta enfarmedad. Estas espeoies - 
son: Myooderma vini, Myooderma duplex, Rÿcoderma tenax, 
%ooderma aoidifioans; todas estas espeoies y otros mioo 
dermas no sufioientemente oaraoterizados, fueron reuni —  
dos por Lodder y Ereger van Rij (42) en una sola e specie: 
Cdndida miooderma.
Ademds de datas, hansido descritas en velos so-
bre vinos af sot ados de "flores" otras espeoies oomo PI 
ohia membranefaciens, Pichia derosii, Piohia chianti-- 
giana, etc., Mas reoientemente, Hohl y Oraess (33) eg 
cuentran en velos desarroUados sobre vinos de Jerez y 
Arbois, una Torulopsis daottila y una Hansenula satur- 
nus.
Con los trabajos fundameitales de Maroilla, - 
Alas y Peduchy (44) ae pone en claro que tambidn axis- 
ten velos sobre vinos const!tuidos por levaduras que - 
no son del genero Cdndida, Pichia o Hansenula, sino es 
pecies esporuladas pertenscientes al gdnero Saooharony 
ces y dotadas de alto poder fermaitativo. lambidn U g  
gan a esta conclusidn Protosserdow y Afrikian (51) an 
su estudio de velos desarroUados sobre vinos de Axna- 
nia. Los prim ros describen una especie nueva, al 3ao 
oharomyces béticus y los rusos tambidn por primera vez, 
dan oomo nueva especie el Saocharomyces charesiansis.
La reciente revisidn sist^mdtica de Lodder y - 
Xreger van Hij, ya oitada, présenta a nuestro juioio - 
graves inoonvenientas en lo relativo a la clasifiea —  
ci6n de estas espeoies ya que, no tomando an considera- 
ci6n el caracter filmdgeno sobre vinos de alta gradua—  
ci6n alcohdlica, las inoluye en la especie Saccharomy —  
ces fermentati y Saccharoioyces ovifozmis, respeotiva —  
mente. Sin embargo, este hecho con las conseouenoias - 
bioqulmicas que comporta tiene un grandlsimo intards - 
enoldgico que valdzia por si solo para rebâtir el ori —
terio elmplleta aplioaâo en este oaso por los autores 
holandeses*
Oomo invest Igaoionea mis reoient es sobre mi —  
orobiologia de vélos oitaremos las de Bidan y André - 
(1) llevadas a oabo en vinos del Jurai las de Oantaza 
lli sobre vélos desarrollados espontdneamente sobre - 
tint08 italianos (3) y fixudmente los interesantes ]m 
llasgos de Feduoby y Sandoval en vinos de la zona de 
Bavas del Rey y Bueda (Valladolid ) en los que (28} en 
ouentra 43 oepas olasifioadas oomo Saooharomyoes beti 
ouS| SaooharoBQroes rouzii» Saooharoayees oberesiensis 
y una espeoie que solo fermenta y asimila la gluoosa» 
dotada de alto poder fezmentativo y qgie consume la - 
aoidez voldtil del vino al desarrollar sobre la super 
fioie del mismo# Esta espeoie coincide con la que - 
desozibimos en el presents estudio y que al haber si- 
do hallada por vez primera en Mont ilia proponemos de- 
nominar Saooharomyoes Montuliensis.
LAS BSPEOIES QUE PORMAB TELQS E3P(mAHEAMBK!C£
CoBo exigenoia bisioa para poder adqulrlr cono 
oimientos sobre los prooesos de erlanza oon fler, figa 
ra el estudio miorobioldgioo de los velos de levaduras 
que se realizo sobre las mismas mue stras de mosto que 
sirvleron para estudiar la flora blatoaiodtioa de las 
fases fermenta ti vas *
Una vez teiminada la fermentacidn espontdnea, 
en todas las muestzas apareoieron velos auparficiales 
sobre los que se llevd a oabo el aislamiento e identi- 
fioaoidn de los mioroorganismos oonstituyentes siguieg 
do las teonioas que se desoriben en la Primera Parte - 
de este trabajo#
Se oaraoterizaron las siguientes espeoiess 
Saocharomyoes beticus Maroillai Alas y Feduoby 
Saooharomyoes oheresiensis Prostosserdow y Afrikian 
Saooharomyoes montuliensis Ihigo 
Saooharomyoes rouzii Routroux
Hay que haoer notar que estas especies aisla —  
das en velos espontdneos no se hallaron nunoa entre - 
las aisladas en las fases fermentativas, en ninguna de 
sus très etapas y que tampooo se han enoontrado nunoa 
las especies propias de las fases fermentativas entre 
las aisladas de los velos blastomiodtioos espontdneos.
DB80BIPGI0N DE ESTAS ESPEOIES
Saooharomyoes betioug Marollla. Alas y >eduehy#- En - 
mosto de uva desarrolla may régula rmente produolexido - 
àbuidante fermentaoidn# La observacldn miorosodploa - 
ravela oélulas ellptioas aisladas o en parej as gemaa —  
tes; oon frecaencia grupos multigemantss de esoasos ele 
ment os» El oultivo en mosto a los 30 dlas de aembrado 
se présenta lia^io, transparente, y oon abondante dep6 
sito muy ooixqpaoto, a los 6 y 8 dlas de terminada la - 
fermentmoidn apareoe on velo superfioial^ rugoso y bien 
formado*
H  oultivo en agar malta se presents oomo ona 
pdtina blanoa oremosa, que a los 20 empieza a tomar oo 
loracl6n parduzoa, haoiéndose granulosa oon aspeoto se 
00» El aspeoto microsodpioo de este oultivo révéla 
lulas elipsoidales ovoides| muy pazsoidas a las de la 
espeoie Saooharomyoes oheresiensis, foxmando ascas es- 
casas oon ouatro asoosporas eeférioas, pequehas#
La punoidn en gelatins se présenta oon desarro 
U o  en olavo sin fluidifioaoidn de la masa.
Los oaracteres morfol6gioos, son, en todas eqpe, 
oies del gënero Saooharomyoes halladas en los velos* - 
de gran similitud no advirtiëndose diferenoias fonda —  
mai taies que puedan jnstificar su separaoién, sin em­
bargo, las diferenoias fisioldgioas son m y  maroadas y
en elles se apoya la âlferenoiaelân de especies; asl - 
en lo que me refisre a la fermentacidn de asdcares el 
Saooharomyoes bdtious fermenta solo gluoosa, saearosa* 
y rafinosa 1/3 y no fermenta maltose ni galactose» Asl 
mile los mismos asdcares que fermenta. Se diferenoia 
en esto del Saooharomyoes oheresiensis que fermenta y 
asimila la maltose. No asimila ni-tratos ni esoinde - 
la azbutina» Desarrolla en presenoia de alcohol etlli 
00 oomo dnioa fuwte oarbonada»
El poder fermaitativo de esta espeoie osoila - 
entre el 11,2 y 18,0 grades de alcohol, hallândose las 
oepas oon valor es mis altos en esta zona de Moriles- 
Montilla» La aoidez volitil osoila entre el 0,61 y - 
1,43 gramos/litro» que, oomo en el Saooharomyoes ohere 
siensis, son val or es siempre superiores a los produoi- 
dos por las especies aisladas en fase fermentativa»
Discusiin——  —  " ■ 4
Esta espeoie tiens semejanzas fisioligioas en 
lo que se refiere a fermentaoién de azdoares, oon el - 
Saooharomyoes ohevalieri Guilliermond, aunque iste asi­
mila tambiin la galaotosa. Esta dltima espeoie se ha - 
enoontzado en fase fermentativa pero jamis ha formado - 
velos sobre mçstos fermentados por alla misma ni sobre 
vinos de la misma zona» Inexplioablamente Lodder y 
ger van Rij no toman en oonsideraciin este espeoie y la
incluyen en Saocharomyoes fermentât!, que fermenta y - 
asimila la maltosa lo que no sucede en la espeoie que 
se describe. Snoontramos pues, una verdadera analogia 
fisiolégioa oon aL Saooharomyoes ohevalieri, oon la - 
salvedad de que éste f or ma velo sobre el vino y el Sitô 
charomyoes ohevalieri no la forma nunoa.
Fui desorito y dasifioado por Maroilla y eol£ 
boradores que lo denomini Saooharomyoes bétious, rasa 
alfa, en el aho 1933 (44)#
2.- Saooharomyoes oheresiensis Prostosserdow y Afrikian.
En oultivo joven sobre mosto de uva epareoen - 
oilulas ellptioas zedondeadas de taaaho mediano, aigu —  
nas globosas, aisladas o en abundentes parej as geman —  
tes, que d&sminuyen al avansar la fermentaoién siendo 
sustituiÈas por agrupaoiones de tipo fluoolosas de nu­
méros os element08. Fermenta el mosto oon gran régula- 
ridad, dejindolo muy limpio y transparente oon depisi- 
to muy compact0 y abundante. A los 9 - 15 dlas, mante 
nido el oultivo a 18 grados apareoe el tlpioo velo su­
perficial que en este oaso empieza formando pequefLos - 
islotes que se van extendiendo hasta soldar sus bordes 
y llegar a subir por las parades del tubo. Microsodpi 
camente el velo apareoe formado por oélulas ovoideas, oon 
mis uniformidad morfolégica que durante la fermentaoién, 
abundantes parejas gemantes y numerosos grupos flooulo —  
SOS. Jamis se han observado oélulas alargadas ni en oa 
dena.
En agar malta, en oultivo de 24 - 48 se forman 
oélulas ellptioas redondeadas, otras ovoïdes, de tama- 
üo mediano, de oontenido m y  punie ado por la abundan —  
cia de grénulos metaorométioos. En algunos oultivos - 
viej os se han observado una puntuaoidn eztraoelulares 
y algonas oélulas aisladas ligeramente piriformes, en 
tanto que otras présenta» un fino tubo o prolongaoién 
que da la impresién de estar tabioado. No esporifica 
fàoilmente en este medio y si lo haoe abundantemente S£ 
bre bloques de yeso apazeoiendo asoas de dos, très o - 
ouatro esporas redondas, gruesas y de parades lisas.
El aspeoto del oultivo es rugoso, seco, de co­
lor pardo amarillento, oon bordes alargados y lobula —  
dos. La punoién en gelatina desarrolla en forma de - 
olavo oon oabeza muy alzada, que se extiende por la ea 
perfide sin produoir fluidifioacién de la masa.
No asimila los nitratos ni esoinde la arbutina. 
Desarrolla en presenoia de alcohol etilioo. Fermenta 
y asimila glucoâa, maltosa, saoarosa y rafinosa I/3. - 
No fermenta galaotosa, lactosa ni inulina. Eirendi —  
miento al fermentar los azdoares varia segdn la oonoeja 
traoién azuoarada, si es baja es mener que al fermen — 
tar mcstos ricos en asdoar. El poder fermentativo es 
muy elevado* variando de 12,5 a 18,0 grades. La aoi —  
dez volitil que produce es en general superior al 1,0 
gramos por litro y oon frecuenoia sobrepasa los 2 grap-
mos por litro» Esta propiedaol fisiolégioa oonstituye 
una diferenoia fundamental oon la espeoie del género 
Saooharomyoes aislada en fase fermentativa.
Las oepas de esta espeoie aisladas en MontillSm 
Morilas tienen un poder fermentativo superior a las - 
aisladas en Jerez, Condado y Aljarafe (36), sLn duda - 
por su adaptaoién a mostos mis azuoarados.
Disousién.
Esta espeoie tiens semajanza fisiolégioa oon - 
el Saooharomyoes oviformis Osterwalder en lo referente 
a su fermentaoién oualitativa de azdoares. Por esta - 
razén, Lodder y Ereger van Rij (42) las oonsideran si- 
nénimas, pues no tienen enouenta la formaoién de velo 
oomo oaraoter diferencial. Para nosotros esta faoul —  
tad tiens especial interés ya que el desarroUo aero —  
hio lleva oonsigo una serie de funoiones fisiolégioas 
que el Saooharomyoes oviformis no présenta. Se ha oom 
prohado en todas las oepas de Saocharomyces oviformis 
aisladas en esta zona en fase fermentativa, que no fo£ 
man velos ni sobre mosto farmmtado por alla misma, ni 
sobre vinos locales, oon un 6)( de alcohol en volumen, 
esterilizados a vapor fluents, durante media hors o so 
bre vinos de la misma prooedenoia, esterilizados por - 
filtracién amicrébioa, oon 15-15,5 grados aloohélioos. 
El Saooharomyoes oheresiensis, por su parte desarrolla 
perfeotamente en nueve dlas si bien forma un velo me —
nos rugoso sobre vinos de 6 grados.
Entendemos por tanto, que estas dos especies 
deben ser consideradas oomo taxonémicamente diferentes, 
oon la réserva de una estreoha filogenesis»
El Saooharomyoes oheresiensis fué desoubierto 
y olasifioado por Frostosserdov y Afrikian (51). 
bién la observé Maroilla (44) que la cLenominé Saooha­
romyoes bétious, raza beta.
3.- Saooharomyoes montuliensis IBigo.- El oultivo en 
mosto de uva después de très dlas de ssabrado, preseg 
ta fermentaoién abundante que termina a los 20 dlas, 
produoiéndose la aparioién de un velo a los diez dlas 
de finallzada la fermentaoién. Produce depésito com­
pacte que deja muy transparente el liquide.
La observaoién miorosoépioa de este oultivo - 
présenta oélulas ellptioo zedondeadas, gruesas, may - 
puntaadas y otras oélulas pequeâas, aisladas, en pare 
jas 0 grupos multigemantss.
El oultivo en agar malta présenta abundante - 
pétina, color blanoo amarillento que tiende a osoure- 
oerse oon el envejeoimiento, oon aspeoto rugoso, seoo 
y punteMo. La observaoién al microscopic de este - 
oultivo, révéla oélulas ellptioo-ovoidales, aisladas 
0 en parejem, abundantes grupos flooulosos, y oélulas 
puntaadas que no forman espcras. En oambio, esporifi 
can bien sobre el bloque de yeso, forméndose asoas -
oon 2-3-4 esporas*
£1 poder fermentativo osoila entre 11,9 7 16 - 
grados, valor es may superiores a los de oepas de esta 
espeoie aisladas en las regiones de Aljarafe y Condado 
(36). La aoidez voldtll aloanza valores oosprendidos 
entre 0,76 y 1,22 gramos/litro.
Esta espeoie fermenta sélamente la gluoosa, ni» 
gdn otro asdoar. Asimila, también dnioamante, la gluco 
sa. Ho asimila nitratos ni esoinde la arbutina. Y es 
oapas de oreoer sobre etanol oomo dnioa fuente oarbona­
da.
Disousién
Las espeoies desoritas por Lodder y Ereger van 
Rij (42) que fermenta sélamente la gluoosa son;
Saooharomyoes melis 
Saooharomyoes bisporus 
Saooharomyoes bailli 
Saooharomyoes aoidifaoiens 
Saooharomyoes pastori
En ninguna de allas, ezoepoién hecha en Saooharomyoes 
aoidifaoiens, se ha observado la aparioién de velo. Es 
ta diferenoia fisiolégioa que estimamos muy inq) or tante, 
justifioa la denominaoién de nueva espeoie y que se - 
propone oon el nombre de Saooharomyoes montuliensis.
Ademis el Saooharomyoes aoidifaoiens, que pre- 
oisamente ha sido aislado por nosotros en velos de vi-
no (36), es una espeoie distinta morfolégioamente del - 
Saooharomyoes montuliensis porque produce asoas sezua —  
les y debe eer considerado oomo un Zigosaooharomyoes ÿ  
oomo tal fué desorito.
El Saooharomyoes pastori tiens esporas en forma 
de sombrero, oosa que nunoa ha sido observada en la nue 
va espeoie propuesta.
El Saooharomyoes bailli presents oélulas alargg 
das, reunidas en oadena, lo que tampooo se da en el Sac 
oharomyces montuliensis.
Pinalmente, el Saooharomyoes melis, no oreoe en 
presenoia de etanol oomo dnioa fuente de oarbono y el - 
Saooharomyoes bisporus présenta un poder fermentativo - 
BBiy inferior aide la nueva espeoie propue sta, Saocharo 
myoes montuliensis.
4.- Saooharomyoes rouzii Boutroux.- El oultivo en mos­
to de uva después de très dlas de aembrado, présenta - 
abundante fermentaoién que termina a los 15-20 dlas, - 
produoiéndose la aparioién de un velo a los 10 dlas de 
terminada la fermentaoién. La observaoién miorosoépioa 
de este oultivo, révéla oélulas ellptioo globosas, ais­
ladas 0 en parejas, abundantes grupos flooulosos ouando 
la fermentaoién esté muy avanzada.
El oult ivo en agar malta présenta caraoterlsti- 
oas muy pareoidas a las desoritas en las espeoies ante­
rior es.
Su pdler fermentativo oeti oompreadldo antre 9 
y 18,2 gradoe siendo los mis altos los de las oepas - 
aisladas m  Montilla-Morile s. La aoidez volitil osoi­
la entre 1,84 y 1,00 gramos litro#
La diferenoia fundamental entre estas espeoies, 
oomo se viens repitiendo a lo largo del tràbajo, se ig 
fiera a sus oaraoteres fisiolégioos# Esta espeoie de 
lavSdura, s6lo fermenta la gluoosa y la maltosa, aiimi 
lando los mismos azdoares que fermenta. No fermenta - 
ni asimila la galaotosa, saoarosa ni rafinosa. Tampo­
oo a-simila los nitratos ni esoinde la arbutina.
Disousién
Esta espeoie fui hallada en velos por primera 
vez por Cruess (22) que la inoluyi en la espeoie des - 
cri ta por Boutroux en 1883 aislada sobre jarabe de fiu 
tas. Creemos, sin embargo, que por la desorlpoién que 
hizo Boutrox, esta espeoie no forma velos propiamente 
diohos, aunque si algunos islotes sobre mostos de oere 
zas. En la actual desoripoiin de esta espeoie, que hm 
oen Lodder y Ereger van Rij (42), puntualiza que al - 
oreoer sobre extract o de malta forma oélulas redondas 
0 ovales, aisladas o en pare jas, en pequehas cadenas - 
oortas, formando sedimentos y a menudo un anillo fino, 
no dioiendo nada de la formaoién de velo y sélamente 
el que Cruess (22) halla inoluldo en esta espeoie la - 
aislada por il en velos blastomioétioos desarrollados
sobre vinos de Jerez, nos ba inducido a aeeptarla oon 
esta denominaoién.
A oontinuaoién se expone el 2& Chiadro General 
en el que se reoogen el ndmero de la muestra analizi^ 
da, la looalidad en que se tomé, el sustrato, la fase 
aerébioa en que se enoontraba y el ndmero de oultivo 
puro en estudio (oepa). A oontinuaoién se anota el - 
poder fermentativo y la aoidez volitil de oada una de 
diohos cultives al fermentar sobre mostos de uva de - 
la zona: sigue el diagnéstioo y, finalmente, se anota 
el grado aloohélioo y la aoidez volitil de las nues —  
tms de vino en las que se hioieron los aislamientos.
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SOOLQGIA DE LAS ESPEOIES
Del ouadro general, antariormente expueeto se - 
han extraldo los datos que ooxoponen la Tabla XXIII j en 
la que se expone el ndmero de oepas de oada una de las 
especies halladas.
Se advlerte claramente un predomlnio del SaooM 
romyoes oheresiensis junto al Sm^aromyoes rouxil, te 
niendo manor iBq>ortancia ia presenoia del Saoohefomyoes 
betibus y Saooharomyoes montuliensis. Es interesante - 
hacef noter que no apareoe ninguna de las espeoies de - 
levadura oonsideradas oomo nooivas, lo que se explioa - 
Idgioamente por la alta graduaoidn aloohdlioa natural - 
de los vinos que se obtienen.
Oon objeto de realizar un estudio eooldgioo oog 
pleto de todas aquellas levaduras que actuan oomo agen­
tes de oriemza, oomparamos los resultados hallados en - 
Montillap-Moriles oon los enoontrados en Jerez, Aljarafe 
y El Condado (36). Asl, en la Tabla XXIV se reoogen - 
los datos referent es a la s>na de Jerez; en esta zona - 
prédomina la espeoie Saooharomyoes bétious, seguida en 
orden de frecuenoia por la espeoie Hansenula anémala, - 
pero hallada esta espeoie séla y exclusivamente en uno 
de los “Pagos** oonsiderados.
También, y oon exolusividad en esta zona, halla 
mos la espeoie Zigosaooharomyoes aoidifaoiens, siempre
sobre mue stras oon graduaolén aloobéXloa inferior a loe 
11 grados.
En la Tabla XXV ee preaentan los datos de la zo 
na Aljarafe y El Oondado. Aqui, es mis frecuente el - 
Saooharomyoes bétious, seguido oon freouenoia por el Sao 
oharomyces montuliensis. Ho apareoe el Saooharomyoes - 
rouzii y apareoe la Candida ayooderma sobre muestras - 
que contenian aprozimadamente 9 grados aloohélioos.
En la Tabla XXVI se resumen los poroentajes de 
frecuenoia de las distintas espeoies de las très zonas, 
andtàndose las oantidades de alcohol y aoidez volitil - 
mixima y minima, producidas por las diferentes oepas de 
oada una de las espeoies halladas.
En la Tabla XXVII se reooge en una visién de - 
oon junto, la ecologla de las distinlas espeoies en las 
très oomaroas, observindose que el Saooharomyoes béti —  
eus adquiere mis ir^ort&noia en Jerez, El Condado y Al­
jarafe; que el Saooharoisyces oheresiensis domina en Mon 
tilla-Moriles, mi entra s que el Saooharomyoes montulien­
sis se halla oon freouenoia mis discrete en todas elles, 
siendo la zona de Aljarafe-El Condado, donde se enouen- 
txa en mayor abundancia. La Candide myooderma no iq>aze 
ce ni en Montilla-Moriles ni Jerez, y el Zigosaooharong 
ces aoidifaoiens y la Hansenula anomale solo se halla —  
ron en Jerez.
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Oepas de las diverses espeoies en los velos fomados 
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TÂBLk x m i
Ouadro oonqparativo de la distrlbuclén de las levaduras 
velo en Andalucla Occidental.- Porcentaje de fre —
cuencia»
ESPECIES Montilla Jerez Condado y 
Aljarafe.
Saooharomyoes 
beticus..... 25 70 92
Saooharomyoes
oheresiensis. 62 10 15
Saooharomyoes 
rouxii...... 50 10 0
Saooharomyoes
montuliensis. 6 10 31
Candida 
myooderma... • 0 0 15
ZigosaochsoroiQyo
aoidifaoiens*. 0 5 0
Hansenula 
anomala...... 0 25 0
SELECCIOM DE QBPA8 PARA U30 INDUSTRIAL
Bn los vinos de Montilla-Los Moriles, una vez e 
oonolulda la fermentaoién de los mostos, apareoe una - 
flora filmégena oonstituida por levaduras, que oomo he- 
mos visto en la de la Segunda Parte, perteneoen a oua —  
tro espeoies distintas; ésto plantea varios prohlemas.- 
iTodeug estas espeoies inte rvienen en la orianza biolég^ 
oa a que estos vinos son sometidos posteriormente? • 
das las levaduras que pueden intervenir en la orianza, 
son adecuadas para tal fin?, y estas espeoies, que no - 
inte rvienen en la fermentaoién espohtdnea oomo se ha - 
visto en el estudio miorobiolégioo de las mismas &pue —  
den ser utilizadas para llevar a oabo la fermentaoién - 
oontrolada de diohos mostos, y#(^ ue estdn dotadas de al­
to poder fermentativo?#
Para tratar de poner en olaro estas ouestiones, 
ha sido neoesario abordar de manera sistemdtioa el es% 
dio detallado de la fisiologia de oada una de estas es­
peoies al desarrollar, primsro en mosto de uva y después 
sobre vino de una oonoentraoién aloohélioa mis alta, en 
las mismas eondiciones uasadas en la industrie.
Para obtener una visién de oonjunto hemos oonsi 
derado aquellas levaduras que ae nos presentan oon gran 
predominio en esta zona, junto a otras que tienen el - 
mismo oaréoter en la zona de Jerez asl oomo otras espe­
oies que en Jerez llegan a adquirir oierta importanoia 
y que nunoa hemos aislado en la zona objeto de nuestro
estudlo.
Para ello se han estudlaào oomo agentes de fer- 
mentaol6n sobre mostoa de uva estërll, pudiéadose afir- 
mar que las ouatro espeoles aisladas eh les vélos de - 
Montilla-Los Morlles, perteneoieutss al génère Saocharo 
aÿoes (rouxlli montullensls, bétlcus y ohereslenses), - 
son las que» dotadas de alto poder fermentatlvo» pueden 
ser utiljg adas para oonolulr la fermentaoién, desarro —  
llando oon gran faoll&iad sobre vino de 15* y por tante 
son las que intervienen efectivamente en la oriansa poj 
terior del vino#
Se ha hecho un estudio detmido de estas ouatro 
especies junto a otras» también del género Saccharo^y—  ^
ces» aisladas en fase fermentativa, dnioamente oon el - 
objeto de estableoer una confronta oién que nos peimita 
deducir sobre su posible empleo oomo agentes de fefmen- 
taoién. De los resultados obtenidos se deduce que, in- 
dudablemente » pueden ser empile adas oomo taies.
Para aolarar la segunda ouestién, fué preoiso - 
seguir la evoluoién de un vino se&brado en pureza oon - 
oada una de las especies de le va dura de flor# Â partir 
de los dates obtenidos» puede afirmarse que existen es- 
peoies» entre Ists estudiadas» que por su répido oonsumo 
de etanol o por su escasa produocién de aoetaldehido » - 
son men08 interssantés que aquellas en las que estos ig 
dices alcanzan valores màs elevados y tienen por tanto, 
mayore8 posibilidades aplicativas.
Por illtlmo, y dado el Interéa esencialmente apli 
oativo qua me imprime a este trabajo, hemos escogido 
aquellas cepas que presentan un positive valor tanto pa­
ra efectuar una vinifioaoi6n oomo para someter a un vino 
a orianza.
lia#- ESTUDIO DE LAS LBVADURAS EILMOGENAS Y NG PILMOCg 
NAS A 158 ALCOHOLICOS, COMG AGENTES DE EERMENTA- 
CION#
Para realisar este estudio se utllizaron las si- 
guientes cepas:
Cena (z) Esneoie Agente
Sacoharomyces oheresiensis Orianza
T-2 Saooharomyoes oheresiensis Crianza
V-3 Sacoharomyoes oheresiensis Oriansa
V-5 Sacoharomyces oheresiensis Oriansa
V-7 Sacoharomyoes oheresiensis Oriansa
7-24 Saooharomyoes oheresiensis Oriansa
7-4 Sacoharomyoes rouxii Oriansa
7-6 Saooharomyoes montuliensis Oriansa
7-20 Sacoharomyces montuliensis Crianza
7-21 Sacoharomyces bétious Orianza
7-10 Hansenula anémala Filmégena
7-12 Zigosaooh. aoidifaoiens Filmégena
7-15 Sacoharomyoes mangini fermentaoién
7-16 Saooharomyoes mangini fermentaoién
7-17 Sacoharomyoes oviformis fermentaoién
7-18 Saooharomyoes oviformis fermentaoién
7-22 Saooharomyoes ellipsoideus fermentaoién
7-23 Sacoharomyoes ellipsoideus fermentaoién
(x) La numeraciôu corresponde a la Coleocléu del Dep#g 
tamento de Fermenta clones Industriales del P.J.G*
Se sembraron estas oepas, previamsnte rejuvena- 
cidas sobre agar-malta, en moeto te uva estérll y te - 
las siguientes oaraoterlstloasi
Gluoosa...............   36,6#
Aoldez total............  3,4 grA an Ao# tart&rieo
Acidez volàtll ........   0,16 gr/l en Ao* aoétloo
Una vez oonclulda la fermentaoién, se réalisa-- 
ron una serie de anélisis oontuoentes a det^minar los 
Indices més oaraoterlstioos del vino obtenido y por su 
evoluoién, el métabolisme de la levadura en ouestién.
Estos anàlisis son alcohol, aoidez volttil, aol 
des total, aoetaldehido, azdoares reductores, àoido lào 
tioo y glioerina segdn las téonicas antariormente indi- 
oadas.
Los resultados obtenidos vienan ezpuestos en - 
las Tablas siguientss.
TABM IZmi
ALCOHOL OBTENIDO Y AZüGAR NO FEHMSNTADO
Cepas Espeeie Grades Grs/l
astiear
Cins^o gr 
asiioar por
a Ai§<aioi.
Y-1 a. oheresiensis 15,9 62,0 19,11
V-2 s. oheresiensis 15,5 69,0 19,16
V-3 s. oheresiensis 15,2 76,0 19,07
Y-5 a. oheresiensis 16,1 49,0 19,68
Y-7 a. oheresiensis 17,3 37,0 19,01
Y-24 a. oheresiensis 16,5 44,0 19,51
Y-4 a . rouzii 15,8 72,0 18,60
Y-6 a. montuliensis 18,3 15,0 19,18
Y-20 a. montuliensis 18,5 0,5 19,75
Y-21 a. hëtious 16,0 61,0 19,06
Y-10 H. andmala 3,8 217,0 38,21
Y-12 Z. aoidifaoiens 8,2 146,0 26,82
Y-1, a. mangini 15,5 63,0 19,54
V-16 a. mangini 15,7 37,0 20,95
Y-17 a. oviformis 17,0 38,0 19,29
Y-18 a. oviformis 16,1 56,0 19,25
Y-22 a. ellipsoideus 15,5 53,0 20,19
Y-23 a. ellipsoideus 17,0 37,0 19,35
Todas ostaa levadazae sa nos muastran oomo al ta 
mente alooholfgênas, salvo las oepas de Hansenula anéaa 
la y Eigosaocharoayees aoidifaoiens, oon matioes ouantl 
tativos diferenoiables, pxopios de las distintas espe —  
oies. Ho obstante, destaoan las cepas de Saooharoayces 
montuliensis por su elevada produocién de aloohol y oon 
sumiendo menos asiioar la primera de allas, aunque el 
jor aprovechamiento de gluoosa para producir etanol es­
té a cargo de la oepa de Sacoharomyces rouzii, el cual 
consume 18,6 gramos por grflrào de alcohol obtenido pero 
deja un reslduo asucarado de iiiq>prtancia, de aqul que - 
présente més valor para la vinificaoién la cepa Y-20,- 
de Saccharosyces montuliensis que produce aloohol oon - 
inferior rendimiento pero es capaz de resistir mayors* 
concentraciones de él, consumiendo, préctioamente, toda 
la gluoosa y produciendo por tanto, un vino de mayor - 
graduaoién alcohélloa y mener reslduo azuoarado, facto- 
res de gran ingportanoia y que han de ser oonsiderados - 
antes de someter un vino a crianza.
En general, haciendo ezoepcién de las oepas Y-10 
y V-12 que no son agentes de orianza oomo tendremos oca- 
sién de ver, resultan més favorables los valoües obteni­
dos oon las oepas de crianza que oon las de fermentaoién 
oomo puede apreciarse en los valores medios de grades a^ 
cohélicos obtenido y aziioar consumido.
EkZOR MEDIA GE.- 
m m  MEDIO AZUOAR/g AmmoD.
Agentes Crianza 16,51 19,21
Agentes ferment. 16,13 19«76
Bn efeoto, los agentes de orianza al fermenter - 
un mosto produoen mayor cantidad de aloohol y menor oon­
sumo de aziioar que los propios agentes de fermentaoién.
Por lo que a las especies Hansenula anémala y Zi 
gosaccharomyoes aoidifaoiens respecta, es interesante ha 
oer noter que no se ha aislado ninguna cepa de elles en 
los vélos de Montilla y Los Moriles, mientras que en Ja- 
rez (36) llegan a adquirir cierta importanoia. Este he­
cho se debe a que, en general, las cepas causantes de la 
fermentaoién espontdnea en la regién de Montilla-Los Mo­
riles tienen un poder fermentative superior a las oepas 
de idënticas especies aisladas en Jerez y ésto, unido a 
la mayor riqueza en aziioar de los moatos que en ella se 
produoen, hace que los vinos obtenidos sean de superior 
graduaoién aloohélioa que los que se obtienen en la ré­
gi én jerezana, oon lo que estas especies no desarroUan 
por ser incapaces de haoerlo por enoima de una concentra 
oién aloohélioa de 12 grades.
lABLt i m
A c m z  loxAi Y Acnœz volaxil.
Cepas Espeols Aoldas total en Aoidez volàtll
    gr.tartàilooA. en gr.aoàtleo/ï
V-1 S. Oheresiensis 4,6 1,68
v-2 S. oheresiensis 5,8 1,71
V-3 Se oheresiensis 5,2 1,45
V-5 Se oheresiensis 4,6 1,44
V-7 Se oheresiensis 4,4 1,60
V-24 Se oheresiensis 4,9 1,70
V-4 Se rouzii 4,8 1,78
V-6 Se montuliensis 4,2 0,66
V-20 Se montoliensis 4,8 1,54
V-21 Se bétious 4,9 1,92
V-10 le anémala 4,4 0,42
V-12 Ze aoidifaoiens 5,1 0,48
V-15 S. mangini 4,7 1,10
V-16 Se mangini 4,0 0,96
V-17 Se oviformis 4,0 0,84
V-18 Se oviformis 4,2 0,96
V-22 Se ellipsoideus 4,3 1,20
V-23 Se ellipsoideus 4,1 0,96
Se aprecla en esta Tabla XXII, que la produocién 
de aoldez volitil por las especies de levaduras aisladas 
en la teroera fase fermentativa es inferior a la produel 
da por las levaduras de orianza a pesar de que en este - 
mosto tan concentmdo en gluoosa, aquellas especies re —  
sultan més aoetigenas que si fbrmentan en mostoa oon me­
nos gluoosa, al igual que oourre en la produocién de al­
oohol.
En efeoto, los valores medios obtenidos son:
Aoidez volétil media 
en gramos aoétioo/l.
Agentes de Orianza 1,55
Agentes de ferment. 1,00
Esta diferenoia de 0,55 gramos por litro, presen. 
ta gran importanoia y haoe pref erible el uso de los ageg 
tes de fermentaoién en la obtenoién de un vino que no - 
sea destina do a la "orianza** posterior, pues aunque és—  
tos son espaces de producir menor cantidad de aloohol - 
que los agentes de orianza, la diferenoia -0,38g de aloo 
hol- no es muy elevada y en conjunto presents més valor
la menor produocién de aoidez volétil que esa oonemtra 
oién aloohélioa mis elevada.
Bato, oomo decimos, en ouanto ae refiere a un - 
vino que no va a ser sometido a crianza, pero ai el vino 
va a ser sometido a este proceso, entonces los agentes 
de crianza si pueden perfeotamente ser utilizados en la 
fermentaoién, ya que la aoidez volât il produoida oon - 
exceso es metaholizada por estas mismas levaduras desde 
el momento en que empieza a apareoer el **velo" hast a - 
oaer en valores muy bajos, normales, oomo veremos mâs - 
adelante. Unida esta partioularidad al heoho, visto - 
preoedentemente, de ser oapaoes de producir mâs aloohol 
y oon me jor rendimiento que los propios agentes de fer^ 
mentacién, los haoe especial mente adaouados para la far- 
mentaoién de un mosto y posterior crianza del vino obte­
nido.
£n ouanto a la produocién de glioerina y âoido 
lâotico, sus valores, reoogidos en la Tabla ZZX, indi 
can la mayor capaoidad por parte de las levaduras de - 
"orianza" para originarlos, oapaoidad muobo màs elevada 
que la que poseen los agentes de fermentaoién y que pue 
de oonprobarse en el Guadro siguiente que recoge los va 
lores medios de unes y otros agentes %
Glioerina Ao. làotioo
Valor medio Valor medio
en gramos/l en Arm os/l
Agentes de Orianza 10,25 0*833
Agentes de Ferment. 6,05 0,52
Destaoa el heoho de que las oepas de Hansenula - 
anémala y el Zigosaocharomyoes aoidifaoiens se muestran 
total mente inoapaces de produoir àoido làotioo y oon po- 
oa oapaoidad para la produocién de glioerina, aunque en 
este aspect0 son aventajadas por las dos cepas de Saoolg 
romyoes mangini, oon una produocién media de 0*8 gramos 
por litro.
XâBLl m
FBOSUCCION DE GUOEBIHA Y AOIDO LAOTIOO
Cepas Espeeie Glioerina
«rwon/l.
Ao. làotioo 
/EmtosA.
Y-1 S. oheresiensis tO,7 0,88
Y-2 S. oheresiensis 10,5 1,20
Y-3 S. oheresiensis 10,2 1,10
Y-5 s. oheresiensis 10,1 0,83
Y-7 s. oheresiensis 6,0 0,80
Y-24 s. oheresiensis 13,4 0,45
Y-4 s. rouxii 10,2 1,10
Y-6 s . montuliensis 8,3 0,91
Y-20 s. montuliensis 10,0 0,72
Y-21 3. bétious 12,9 0,34
Y-10 H. anémala 2,8
Y-12 Z. aoidifaoiens 2,7 —
Y-15 S. mangini 1,28 0,27
Y-16 S. mangini 0,55 0,50
Y-17 S. oviformis 8,5 0,72
Y-18 S. oviformis 7,1 0,72
Y-22 S. ellipsoideus 9,7 0,50
Y-23 8. ellipsoideus 9,2 0,43
Una vez detallados todoa los anéllsls rsallzados, 
y oomparados los resultados obtenidos para los agentes de 
fermentaoién y los agentes de orianza, oabe afirmar, que 
los agentes de oriansa, son espeoialmente indioados, ne - 
solo para oonduir una fermentaoién eliminando totalmente 
los restos de azdoares fermentesoibles, sino también para 
emplearlos en la fermentaoién total del mosto de uva o u %  
do el vino obtenido quiera someterse a "orianza" ya que - 
entonees se obtiens un vino oon unos oaraoteres mueho màs 
adaouados a este fin que ouando la vinifioaoién se lleva 
a oabo oon los agentes de fermentaoién.
De entre todas las oepas estudiadas, todas se nos 
muestran oomo muy aproveohables para su apldoaoién indus­
trial adn ouando destaquen las oepas de Saooharomyoes mon 
tuliensis por su elevada capaoidad alcohollgena y su no —  
muy elevada produooién de aoidez volâtil.
Ilb.- ESTUDIO DB LAS LEVADURAS fILBDGBNAS 
A 15g ALCOHOLICOS, EN EASE DE VELO.
Para Iniciar este estudio se toman en considéra 
oién las mismas cepas de levaduras filmégenas estudia —  
das antariormente.
Para ello, y a partir de una "estria" en agar- 
malta, se siegibra oada una de allas en un matraz erlen- 
meyer de 100 0.0. de capaoidad oonteniendo 50 0.0. de - 
vino de Jerez; este vino fué esterilizado previamente - 
por filtracién amicrébioa y tenla los siguientes valo —  
res analltioos:
Aloohol  .............  13,9 grados
Aoidez total......... 3,80 gr/l en ao. tartérico
Aoidez volétil....... 0,78 gr/l en ao. acétioo
Aoido làotioo........ 0,90 gr/l
Aoetaldehido  ........ 0,05 grA
Materia reduotora ..... 0,50 grA
Glioerina  .......... 7,45 gr/l
Transcurridos 8-10 dfas, la aparioién de velo tu 
vo lugar en las cepas pertezB cientes a las levaduras in- 
dicadas en la Tabla XXXî.
TABLA Z m
LESARRQLLO DE VELO
Cenas
V-1 S.
Eanaola
cheraBienBls
Desarx
4
V-2 S. oheresiensis 4
V-3 3. oheresiensis 4
V-5 3. oheresiensis 4
V-7 8. oheresiensis i
V-24 8. oheresiensis 4
V-4 S. rouxii 4
V-6 S. montuliensis 4
V-20 S. montuliensis 4
V-21 S. beticus 4
V-10 g. anémala
V-12 Z. aoidifaoiens
V-15 S. mangini -
V-16 s. mangini -
V-17 s. oviformis -
V-18 s. oviformis -
V-22 s. ellipsoideus -
V-23 s. ellipsoideus -
Cabe pues aseverar, que tanto la Hansenula ané­
mala oomo el Zlgosaocharomyoes aoidifaoiens, que son ea 
paces de formar velo sobre vinos de bajo graduaoién, no 
se pueden en realidad calif icar oomo agentas de crianza 
ya que son incapaoes de desarrollar en medios oon conte 
nldo aloohélioo alrededor de los 14 grados, que es el - 
oaso de todos los vinos sometidos a orianza, tanto en - 
la regién jerezana oomo en Montilla y Los Moriles.
En ouanto a las especies Saocharoioyces mangini, 
Sacoharomyoes oviformis y Sacoharomyoes ellipsoideus, - 
es évidents que tanq>ooo son oapaoes de formar velo, ni 
adn en medios oon menor oontenido aloohélioo, tal oomo 
se vié en la Primera Parte y que oonouerda perfeotamen­
te don el heoho de que nunoa hayan sido aisladas en la 
fase de velo.
Âsl pues, escogimos para proseguir este estudio 
aquellas levaduras que tienen desarrollo de velo en es­
tas oondiciones y que son las indicadas oon el slgno po 
sitivo en la Tabla XXII y oalifioadas oomo agentes de - 
orianza por ouanto este oonoepto lleva inq>lloito la oam 
lidad de filmégenas.
A partir de los vélos obtenidos en los matraoes 
erlenmeyer de 100 o.o. se recoge una pequeha fraooién - 
que se pasa en oondiciones aséptioas, a matraoes erlem- 
meyer de 500 o.o. oonteniendo oada uno 250 o.o. del 
mo vino de Jerez antariormente indjioado.
Por oada oepa se siembran ouatro matraoes. Cada 
matraz se utlliza oomo muestra pura para llevar a iabo 
un anàlisis oonqpleto a distlntos Intervales de tiempo.- 
Sobre la primera a los 10 dlas de oubierta totalmente - 
la superficie del vino por el velo; la segunda, un mes 
despué8 de analizada la primera; la teroera a los 15 - 
dlas de analizada la segunda y la ouarta a los dos me —  
ses y medio de la teroera, transcurriendo en total ouam 
tro me se 8 del primero al dltimo anélisis#
Los anélisis realizados son los ya indioados %  
teriormente asl oomo las téonicas seguidas.
De este modo se sigue la evoluoién de los dis —  
tintos valores analltioos del vino en ouestién por obra 
de oada levadura, pudiéndose de este manera preoisar - 
aquélla o aquéllas levaduras que presenten un oaràoter 
aplioativo de interés industrial, y pudiéndose deseohar 
aquellas que, por presentar un metabolismo desfavorable 
sean inadeouadas a tal fin.
Los anélisis realizados se indioan en las Tablas 
que siguen, indicando en oada oaso los valcres obtenidos 
en las distintas mueatras, asl oomo la produocién o oon- 
sumo total para el produoto oonsiderado y por oada oepa.
Puede deoirse que son 10s anélisis realizados so 
bre las très prias ras muestras los que presentan un posi 
tivo interés en ouanto a las oonsideraoiones que pueden 
de elles deduoirse, ya que oomo veremos, es en el inter- 
valo de tiempo que oonqrenden estos anélisis ouando tie-
xien lugar los mâs prhfundos cambios metabélloos, pero - 
se ha oonsiderado también interesante el reeCLizar el - 
ouarto anélisis, ya a los dos meses y medio del teroero, 
con objeto de poner de manifiesto de forma acusada la - 
caraoteristioa fisiolégioa de oada una de las oepas puaa 
tas en estudio.
Reooge la Tabla XXIII los datos referentss al - 
oonsumo de alcohol. Dos de las oepas ea^leadas se nos - 
muestran con un oonsumo aloohélioo mlnimo, son la V-3 y 
la V-20 perteneoientes a las especies Saooharomyoes ohe- 
resienses y Saooharomyoes montuliensis, que solo oonsu —  
men 1,5 y 2,0 grados sobre el oonsumo del testigo, res —  
peotivamente. Bn sentido contrario se distinguen dos oe 
pas de Saooharomyoes oheresiensis, la V-2 y la V-24 oon 
un oonsumo sobre el testigo del 3,1**; estos resultados - 
son oonfirmados por el ouarto anélisis, en efeoto: los - 
valores aloanzados por estas oepas son los méximos en - 
uno y otro sentido, aunque ya en el intervalo de tienq>o 
que media entre uno y otro anélisis otzas levaduras al —  
oanzan valores iguales.
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La produocién y posterior oonsumo del acetalde 
hido viene indicado en la Tabla I d II. Salvo en très 
casos, que por otro lado no se acusan en el ouarto ené 
lisis, puede afirmarse que la produocién de aoetaldehi 
do es simultânea oon la aparioién del velo. En efeoto, 
es en la primera muestra, examinada a los diez dlas de 
oubrir el "velo", donde las oonoentiaoiones de aoetal­
dehido son mayores; destaoa en este sentido la oepa de 
Saooharomyoes rouxii, la V-4, oon 857,0 miligramos por 
litro seguida de la V-3 de Saooharomyoes oheresiensis 
oon 819 miligramos. Ahora bien, el aoetaldehido es ré 
pidamente consumido oomo lo demuestra el que ya el se- 
gundo anélisis presents valcres muy inferiores y que - 
son muy pareoidos a los del teroer anélisis, oon lo - 
que psLreoe indioarse que ya se mantiene en estos valo­
res pues adn en el ouarto anélisis se presentan valo —  
res muy elevados, destaoando la oepa V-20 de Saooharo­
myoes montuliensis oon 228 miligramos por litro. Se - 
deduce, pues que el mayor oonsumo de etanal tiene lugar 
en el intervalo de un mes que media entre el primero y 
segundo anélisis.
El oomportamiento de la aoidez volétil présen­
ta un notable contraste oon los valores, ya ezpuestos, 
del aoetaldehido. En efeoto, en la Tabla IXXIV puede 
observarse, oomo los valores de la primera muestra han 
disminuido sensiblemente oon respecto al valor del tes
tigo, mientras que es en esta muestra ouando tiene lu —  
gar la extraordinaria produooién de aoetaldehido; los - 
tézminos se invierten en la segunda muestra, mientras - 
que la aoidez volétil sufre un gran inoremento, el eta—  
nal disminula notablemente. En la teroera muestra ana —  
lizada, los vaicres de esta aoidez han disminuido nueva- 
mente, en general, has ta llegar a valores sensiblemente 
inferiores en la ouarta muestra analizada, destaoando - 
en este sentido las très oepas de Saooharomyoes ohere—  
siensis V-1, V-2 y V-3 que llegan a oonsumir oada una - 
0,55 gramos por litro de aoidez volétil, ezpresada en - 
éoido aoétioo. De aqu£, el que se pueda efeotuar una - 
vinifioaoién de un mosto que posterioxnente va a ser se 
metido a "orianza", oon oualquiera de estas oepas, ya - 
que, oomo vimos en la lia.- nreoedente, aunque estas oe 
pas produzcan mayor conoentraoién de aoidez volétil, - 
también la oonsumen oon gran rapides, dejando al vino - 
oon unos valores de "volatil" totalmente normales y ade 
ouados para su oonsumo.
Es de destaoar el hecho de que solo la oepa V-3 
de Saooharomyoes oheresiensis es oapaz de ir disminuyen 
do de modo constante la aoidez volétil sin sufrir en - 
ninguna de las muestras un inoremento, oomo oourre oon 
todas las demés oepas estudiadas.
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Bepresentamos en la Tàbla Z2JY el oonsumo de gli 
cerina durante el tiempo de la ezperiencia y por oada - 
una de las oepas de las distintas espeoies puestas en es 
tudio y oon Irelacién al oonsumo del te stigo. Destaoa el 
heoho de que todas las oepas met abolis an oon gran rapi —  
dez la glioerina, y que esta metabolizaoién, salvo en - 
dos casos, aXoanza sus mayores oifras en los diez prime- 
ros dlas oomo lo demuestran los valcres de la primera - 
muestra analizada. En este tie%x$o oonsumen 3, 4 y hasta 
5 gramos por litro, para seguir un oonsumo inferior en­
tre la primera y segunda musstra y msntenerse pr&otioa —  
mente oons tante a partir de la teroera muestra. Sobre sa 
le la oepa V-6 de Saooharomyoes montuliensis que ya en - 
los diez priasros dlas consume 6,07 gramos, sin que ya - 
sea capaz de oonsuaiir aiés en el tiempo que duré la ezpe- 
riencia, ya que da oomo valor final un valor pràotioamen 
te igual al de la primera muestra.
Por lo que a los valores de éoido léotioo respeo 
ta, reoogidos en la Tabla ZZZVI, cabe destacap^ue préoti 
camente no sufren evoluoién alguna, salvo en un oaso, - 
ya que las pequehlsimas variaoiones obtenidas bien pue —  
den imputarse al método analltioo utilizado. Todas las 
muestras oonservan en el ouarto anélisis el valor que t^ 
nia el testigo utilizado y solo la oepa V-20 de Saoohaig 
myoes montuliensis es capaz de oonsumir una pequeha frajq 
oién del éoido léotioo*
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Sn la Tabla XXZHI exponemos loa vmioras conoar 
nientes a la soldez total* Bestaca el heoho, al Igual 
que ocurrla con el ioido Idctico, que les viîLores se 
mantienen prâctioainente constantes, sin sufrir oonsumo 
ni elevaoidn alguna* Aunque si es posLble apreciar que 
en la primera muastra analizada todos los valcres reso]^  
tan inferiores al valor que présenta el testigo, oon lo 
que pareoe de duo ir se que hay un peque£Lo oonsumo en los 
primerostiempos de aparicién ê@l vélo, sin embargo, es 
tos valcres se van inorementando, en peque&a ouantia - 
desde lue go, hasta aloanzar los que p rimltivamente pré­
senta el testigo, quizds por aparecer otros dcidos du­
rante el metaboliemo oelular y que posteriormsnte son - 
valcrados como "aoidez total"*
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Por tante, y como resomen de todos los valons 
obtenidoB en los distlntos anàllsls, paede verse que - 
en la primera fase de la evoluoidn del vino, es deeir 
la aparioiôn del velo, se presentan un rdpldo oonsumo 
de etanol, glioerina y aoidez voldtil, oon un oonsumo 
muy moderado de aoidez total, en tanto que se produoen 
grandes cantidades de aoetaldehido en oonoentraoiones 
variable s segdn la oapacidad propia de oada oepa. Bue 
go, este aoetaldehido es tambidn oonmimido a la vez - 
que aparece un notable auimnto de aoidez voldtll, mien 
tras que el oonsumo de glioerina y etanol oontinua. Pl- 
nalmente, entre la teroera y ouarta muestra, oontinua 
el rdpido oonsumo de aloohoX, mientras que los oonsu—  
mos de glioerina, y aoetaldehido se atenuan, espeoial- 
mente el de glioerina que oontinua en la ouarta muestra 
con valcr es pràotioamente iguales a los de la teroera. 
Con respect0 a la aoidez total, sus valones se elevan, 
hasta aloanzar en la teroera y sobre todo, en la ouar­
ta muestra, unos valores muy ligeramente superiores a 
los del vino utilizado como testigo, mientras que la - 
aoidez voldtil es oonsumida tambiën en gran ouantia y 
llega a valores muy inferiores a los del testigo.
De todo esto cabe deducir que para llevar a oa 
bo la "orianza" de un vino puede utilizarse una espe —  
oie pura que présente mis vent a j as que una flora mixta 
espontdnea, dado las diferencias que hemos podido ob —
servar en el oonsumo de etanol, glioerina y produccién 
de a^taldehido, por ejenqplo.
En nuestro eatudio, ee piretendla eeleocionar - 
las cepae que presentasen mayor interds aplloativo. fo 
das las estudiadas lo presentan indudéb le mente, ya que 
fueron seleoeionadas a la vista de sus poderes fermen- 
tativos y produccidn de aoidez voldtil obtenidos al Im 
oer su clasifioaoién sistemitioa, pero ahora, una vez 
que se cuenta oon la serie de datos que nos dan los - 
andlisis realizados, podemos efeotuar una nueva selee- 
oidn entre datas y asl destaoan las oepas T-3 de Saoolm 
romyoes oheresiensis, la 7-4 de Saooharomyees rouzii y 
la 7-20 de Saocharomyoes montuliensis por el oonjunto 
de sus oaraoteristioas, oomo las mds indicadas para su 
uso enoldgioo y que perteneoen a la Ooleooidn del De —  
partamento de Permentaoiones Industriales del Patrona- 
to Juan de la Oierva.
OGROBOSIOaEB
t.- Han sido examinados desde el punto de vista miere- 
bioldgioo, 16 mostos de uva tornados en diverses le 
calidades de la zona vitivinlûola de Bos Moriles - 
Hontilla, de los que han sido aislados 240 oulti —  
vos puros de levaduras, al prinoipio, durante el - 
ourso y al final del proceso fexmentativo espontd- 
neo.
2.- Todas las oepas aisladas, han sido detenidamente - 
olasifioadas y referidas a las 12 espeoies blasto- 
miodtioas siguientes: Saocharomyoes ellipsoideus, 
Saocharomyoes mangini, Saooharomyees oviformis, - 
Saocharomyoes ohevalieri, Saocharomyoes italiens, 
Se&ooharomyces veronae, Torulaspora rossi, Torulep- 
sis baeillaris, Sigosaooharomyoes florentinus, - 
Klœckera apioulata, Hanseniaspora guilliermondii 
y Cdndida pulcherrima*
3.- De estas 12 espeoies de levaduras, las cinoo prim 
ras poseen un elevado poder fermentative, las oua- 
tro siguientes tienen un poder fermentative medio 
mientras que las très dltimas gozan de esoasa o - 
muy esoasa oapacidad fermentativa.
4.- De estas 12 espeoies identifioadas, sdlamente las 
très tiltimas no son esporigenas, hay total predomi 
nio por parte de las espeoies esporigenas*
5e- Existe un predominio oui absolut o de l u  oepu - 
pertenecientes a l u  espeoies esporigenas sobre - 
l u  oepu de espeoies no esporigenu, u l  l u  oe­
pas esporigenas representan el del total de - 
oepas aisladu. Este predominio, se acentda a me 
dida que transourre la fermentaoidn y ul, en la 
teroera fase fermentative l u  oepu esporigenas - 
oonstituyen el 100^ de las oepas aisladas, faltu 
do por oompleto l u  no esporigenu, que solo en - 
la primera fase aloanun el 10^ de las oepu ais­
ladas, por lo que se puede uegurar que en ningdn 
momento son responsables de la fermentaoidn del - 
mosto de uva de esta zona.
6.- En todas las fues farmentativas, existe predomi­
nio de l u  espeoies de elevado poder fermentative, 
oon la exoepoi&n del Saocharomyoes veronae, de po 
der fermentative medio. Asl, las espeoies de ele 
vado poder fwmentativo, se enouentran en un 32)( 
en la primera fase, proporoién que aumenta a mds 
del doble en la segunda fus, para llegar al 95^ 
en la teroera.
7.- Todas las espeoies aisladu en esta zona de Honti- 
lla-Los Moriles tiens un poder fermentative supe —  
ri or a las oepas de la misma ei^ecie aisladu en - 
otru regiones espaholu.
8.- Tienen la mdxima iaq>ortanoia en la fermentaoidn de 
los mostos de esta zona el Saooharomyees ellipsoi-
deus y el Saooharomyoee mangini. B1 primero se en 
cuentra en todas las muestras estudiadas y en las 
très f ases fementativas de oada uno, oreciendo su 
proporcidn al aumentar el contenido alcohdlioo, - 
desde un 15^ inicial hasta llegar a oonstituir el 
42^ de las oepas aisladas en la teroera fase. Es - 
la espeoie mds inportante en la fermentaoidn del - 
mosto. El Saocharomyoes mangini se enouentra en - 
14 de las 16 muestzas ezaminadas, 87,5#, y tambidn 
se aisla en las tres fases lo que pone de mazxifies 
to su destaoada izrtervenoidn en la fermentaoidn es 
pontdnea. El Saocharomyoes ellipsoideus y el Sac- 
ohatomyoes mangini oonstituyen el 80^ de las oepas 
aisladas en la teroera fase.
El Saocharomyoes oviformis apareoe oon mayor fre —  
ouenoia en la segunda y teroera fase que en la pzd 
mera y es hallado en 9 de las 16 muestra s examina^ 
das.
10*- En ouanto al Saocharomyoes ohevalieri y Suoha3roxq[ 
ces it€ü.icus, su presenoia se considéra oomo ca­
sual dado que s6lo han sido aisladas dos y una oe­
pa respeotivamente, de allas.
11.- Gran interds présenta el Saooharomyees veronae; no 
tiens gran resistenoia al aloohol por lo que pasa 
de oonstituir el 33^ en la prisera fase, al 14^ en 
la seguzida para reduoirse al 4^ en la fase final.-
Apareoe en el 75)^  de las maestras exaxDlnadas, si —  
guîendo en importanoia al Saocharomyoes ellipsoi —  
deus y al Saocharomyoes mangini.
12.- Ba Torulaspora rosei apareoe en el 50^ de las mues 
tzESy y juntamente oon el Saocharomyoes veronae - 
oonstituyen las levaduras tipieas de la segunda fa 
se dadas que las restantes levaduras de poder fer­
mentative medio aisladas, Torulopsis haoillaris y 
Zigosaooharomyoes florentinus, s6lo se enouentran 
en la primera fase, interviniendo por tanto muy po 
00 en la fermentaoidn.
13.- Apenas intervienen en la fermentaoidn las levadu —  
ras de esoaso poder fermentative. La Eloeokera - 
apioulata solo ha sido aislada en oinoo mue stras - 
ohteniéndose en total ooho oepas, mientras que la 
Hanseniaspora guilliezmondii, aislada por primera 
vez en mostos de Espa&a, solo se enoontrd en tres 
muestras oon un total de sais oepas. El aislamien 
to de una oepa de Candida puloherrima lo considéra 
mos oomo casual, ya que esta espeoie es propia de 
olimas mds hümedos.
14.- De la totalidad de cultives puros aislados e iden- 
tifioados, en las tres fases fermentativas, se ha 
esoogido un oon junto de oepas represents tivas de - 
oada una de diohas fases que son: oepas 134, 148 y 
210 de Saocharomyoes ellipsoideus; oepais 59 y 217 
de Saocharomyoes mangini; oepas 144 y 227 de Sac —
charomyces oviformis; oepa 105 de Saocharomyoes - 
itdlicus; oepas 131 y 212 de Saocharomyoes cheva—  
lier!; oepas 37 y 228 de Saocharomyoes veronae; ee 
pas 107 y 174 de Torulaspora rosei; oepas 155 y - 
233 de Hanseniaspora guilliermondii; oepa 229 de - 
Eloeokera apioulata y oepa 140 de Torulopsis baoi- 
llarls. Con oada una de estas oepas se ha efeotua 
do una f ermmtaoidn en pureza con mosto de uva de 
la siguiente ooii^ osioién: azdoar, 15,0 gr. Bd.; ao. 
total, 4,9 gr/l.; anhidrido sulfuroso total, 150,0 
mgr/l.; pH, 3,4. La fermentaoidn tiens lugar oon 
gran rapides salvo en los mostos sembrados oon las 
oepas de Hanseniaspora guillieimondii, Eloeokera - 
apioulata y Torulopsis baoillaris; estas son t otal 
mente inhibidas por la dosis de anhidrido sulfuro­
so, inhibioidn muy bensfioiosa dado el metabolismo 
heterofermentativo de estas espeoies.
15#- La clarificaoldn espontdnea es partloularmente fa­
vorable oon las oepas 134 de Saooharomyees ellip —  
soideus; 59 y 217 de Saocharomyoes mangini; 227 de 
Saocharomyoes oviformis ; 131 de Saocharomyoes ohe­
valieri y 228 de Saocharomyoes veronae.
16.- üsando oomo oriterio aeleotivo el mayor rendimien- 
to aloohdlioo, la menor produocidn de aoidez volA- 
tii y el fermentar en presenoia de 150 mgr/l de an 
hjdrido sulfuroso total, se esoogen las oepas 134 
de Saocharomyoes ellipsoideus; 217 de Saocharomy —
ces mangini; 227 Sacch. oviforçis y 131 de Saocha- 
romyces ohevalieri oomo las màs indioadas para oon 
duoir una fermentaoidn en pureza,
17.- Tambidn se esooge la oepa 228 de Saocharomyoes ve­
ronae oomo la màs indioada para efeotuar ensayos - 
de fermentaoidn esoalar, dada la eztraordlnarlamen 
te baja produooidn de aoidez volitil y su produo — 
oidn de aloohol, relativamente alta para esta espe 
oie de levadura y apareoer oon mayor fieouenola - 
que la Torulaspora rosei en el examen miorobioldgg. 
00 de los mostos de esta zona.
18.- Con las oepas indioadas en los dos dltimos pdrra —  
fos, se han realizado ensayos de fb rmentaoidn en - 
pureza y de fermentaoidn esoalar y oabe afirmar, - 
en general, la superloridad de data sobre la fer —  
ment aoidn en pureza, ya que en todos los easos se 
obtienen vinos oon mayor contenido aloohdlioo y m  
nor contenido en aoidez volitil utilizando las dos 
oepas escalarmente que en los oasos en que se uti­
lisa una sola, en pureza.
19.- La fermentaoidn se desarrolla oon mènes aotividad 
en los mostos sembrados escalarmente que en los - 
seabrados en pureza pero en oon junto, la fermenta 
oidn esoalar tiene lugar oon gran regular&dad mien 
tras que los fermentados en pureza lo haoen oon - 
gran aotividad en los primeros dias, pero deoaen -
ràpidamente y ooncluyen antes la fermentaoidn pero - 
sin consumir en la ouantia que la fermentaoidn esoa­
lar lo haoe, los aziioares del mosto obtenidndose un 
rendimiento inferior en aloohol.
20.- En los vinos obtenidos por fermentaoidn esoalar pue­
de observarse con respeoto a los obtenidos por fer —  
mentacidn en pureza, menor reslduo azucarado, valo —  
res para la aoidez total ligeramente inferiores, ma­
yor riqueza en âoido Idotioo, menor oonoentraoidn de 
butilengliool y aoetaldehido en proporoidn muy lige­
ramente superior. Tanto los valores de aoetal oomo 
los del pH son pràcticamente iguales en las dos moda 
lidades de fermentaoidn.
21.- El heoho de obtenerse vinos por fermentaoidn esoalar 
con men or reslduo azucarado asl oomo con mayor oon— 
centraoidn aloohdlioa que los que se obtienen por - 
fermentaoidn en pureza, reduce en aquellos el riesgo 
de infeocidn baoteriana, siendo por tanto conserva —  
bles, oon mayor faoilidad.
22.- À la vista de los valcres obtenidos, es évidents la 
superioridad de la modalidad de fermentaoidn esoalar; 
y de todas las oepas puestas en estudio es la pareja 
228-131 de Saooheiromyees veronae y Saocharomyoes 
ellipsoideus, respectivamente, la que major conduce 
una fermenta oidn de este tipo.
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23.- En todos los mostos ezaminados, y una vez oonolul- 
da la fermentaoidn aloohdlioa, apareoe el tfpioo - 
"velo" fomado por levaduras oomdnmente conooiâas 
oomo de "flor", y que comunioan al vino résultante 
un aroma peculiar e ineonfundible.
24.- Han sido ezaminados miorobioldgioamente los vélos 
apareoidos en las 16 muestras de los que se han ais 
lado y olasifioado 80 cultivos puros de levaduras, 
refezibles todos ellos a las ouatro espeoies blasto 
miodticas siguientes: Saocharomyoes bétious, Saooha 
romyoes oheresiensis, Saocharomyoes montuliensis y 
Saooharomyees rouxii.
25.- Estas espeoies, aisladas en vélos espontàneos, no - 
se han hallado nunoa entre las aisladas en las fa —  
ses fermenta tivas y tampooo se han hallado nunoa - 
las espeoies propia s de las fases fermentativas en­
tre las aisladas de los vélos blastomiodtioos espon 
tineos.
26.- Dado que una de las oepas aisladas, ouyas principa­
les oaraoterlstioas son &  rmentar ünioamente la glu 
cosa, aiiailar xinioamente tambidn la gluoosa, no - 
asimilar nitratos ni eseindir la azbutina, ore oer - 
sobre etanol oomo dnioa fuente oaxbona^^ poder fe£ 
mentativo bastante elevado, esporifioar bien sobre 
bloques de yeso, no eoincide oon ninguna de las h w
ta ahora desorltaa, la proponemoa con el nombre de 
Saocharomyoes montuliensis, en reouerdo a la loca- 
lidad en que ha sido hallada por vez primera#
27.- El SaochGuromyoes oheresiensis es aislado en 10 de 
los 16 vélos ezaminados; el Saocharomyoes rouzii - 
en 8; el Saocharomyoes bétious en 4 y el Saocharo­
myoes montuliensis sélamente en une.
28.- El poroentaje de oepas de oada una de las espeoies 
es el siguiente: Saocheiromyoes oheresiensis 47,5)^ ; 
Saocharomyoes rouzii 43,75)^ ; Saooharomyees bétious 
7,5)^  y el Saocharomyoes montuliensis 1,25^.
29»- Es interesante resaltar el que no hajrh^  sido aisl£ 
da ninguna de las levadums oonsideradas oomo pez^ 
judioiales lo que se ezplioa por la alta gradua —  
oidn aloohdlioa naturel de los vinos que se produ» 
oen en esta zona.
30.- El poder fermentativo de las oepas identifioadas - 
es superior, al igual que oourrla a las esÿeoies - 
aisladas en el prôoeso fermentativo, a las oepas - 
de idéntioa espeoie aisladas en otras reglone8,eon 
diferenoias de hasta 4 grades en algunos oasos. La 
produooidn de aoidez volétil, también es superior, 
oomo es Idgioo, en éstas que en las aisladas en - 
otras regiones.
31.- Se ha reali zado oon oepas de las espeoies de velo 
un estudio comparative oon espeoies del género S %  
oharomyces aisladas en fase fermentativa, deduoiég
dose que pueden aquéllas ser empleadas oomo agentes 
de fermentaoidn dado su gran poder alcohollgeno y - 
su gran rendimiento aloohol/azdo ar y aunque su pro­
duooidn de aoidez volàtil ses superior, no es incon 
veniente por ouanto los vinos de esta zona son nor- 
malmente somstidos a crianza y entonces esta aoidez 
es ràpidamente oonsumida hasta valores normales. Es 
to se inorementa oon el heoho de produoir màs glioe 
rina, alimente de la misma levadura durante la fase 
de crianza.
32.- De eoitre todas las oepas estudiadas destaoan las - 
7-6 y 7-20 de Saocharomyoes montuliensis por su ele 
vada oapaoidad eaoohollgena y su no muy elevada pi£ 
duooidn de aoidez volàtil.
33.- El heoho de no aislarse en los vélos de esta zona - 
Hansenula anàmala y Zigosaooharomyoes aoidifmsiens, 
se debe muy probablemente, a que àstas son inoapa - 
ces de desarrollarse sobre vinos oon oontenido aloo 
hàlioo superior a los 14 grados, que es el oaso de 
los vinos som tidos a orianza.
34.- Las espeoies Saocharomyoes mangini, Saocharomyoes - 
ovifomis y Saocharomyoes ellipsoideus, tas^ooo for 
man velo en estas condioiones, ni en medios oon me­
nor oontenido aloohdlioo, lo que oonouerda oon el - 
heoho de que no hayan sido aisladas nunoa en tel fa 
se.
35.- Del estudio seguido ooaa oepas de espeoies de orian-
za, sobre vino de gmdaacldn aloohdlioa 14, se de­
duce que en la primera fase de la evoluoidn del vi 
no, -la aparioidn de velo-, se présenta un ràpido 
oonsumo de etanol, ^ioerina y aoidez volàtil, oon 
sumo moderado de aoidez total y gran produooidn de 
aoetaldehido. Luego, este aoetaldehido es oonsum^ 
do a la vez que hay aumento de la aoidez volàtil y 
el oonsumo de glioerina y etanol continua. Pinal- 
mente, sobre los ouatro meses del desarrollo del - 
velo, sigue el ràpido oonsumo de etanol deôayendo 
el de glioerina y aoetaldehido. La aoidez total - 
se eleva ligeramente mientras que la volàtil es - 
oonsumida hasta llegar a valcres muy inferiores a 
los del testigo.
36.- De todo esto puede deduoirse que para llevar a oa- 
bo la crianza de un vino puede utilizarse una espe 
oie pura que presents màs ventaj as que una flora - 
mixta espontànea. Como las màs adecuadas para su 
uso enol6gioo de las estudiadas, destaoan las Vt3 
de Saocharomyoes oheresiensis, la Y-4 de Saooharo- 
myoes rouxii y la 7-20 de Saocharomyoes montulien­
sis.
BIBLIOGRAPIA
( t) Bldan, P.; André, L. Comunioacién presentada al -
Congreso de Induatrlas Agrloolae* Ma­
drid 1954.
2} Cantarelli, 0. RLv. Vit. e Enel. Conegliano. H. 3. 
1953.
3) Cantarelli, C. üv. Vit. e Enel. Conegliano. B. 7.
1955.
4) Cantarelli, C. Ann. Morob. Univ. Perugia. Vol. VI.
1955.
5) Campos, M. Tesis Doctoral Univ. Madrid. 1956.
6) Capriotti, A. Att. Acc. Ital. Vit. e Vin. Vol. V.
1953.
7) Capriotti, A. Biochim. Appl. 2, num. 1. 1955.
8) Capriotti, A. Ann. Pac. Agr. Univ. Perugia. Vol. III.
1952.
9) Capriotti, A. Comunioacién personal.
10) C«q>rtotti, A. Cantarelli, C. Riv. Vit. e Enol. Co­
negliano. Bum. 6-7-8. 1952.
11) Casas, J. Rev. Cieno. Apl. 7, num. 35, 1953#
12) Casas, J. Rev. Cieno. Apl. 8, num. 37, 1954.
13) Castelli, T. Rev. Perm, et Ind. Alim. 7. 1952.
14) Castelli, T. Aco. Georgofili. Vol. III. 1956.
15) Castelli, f. Aoc. Ital. Vit. e Vin. Vol. IV. 1952.
16) Castelli, T. Congr. Int. Ind. Agr. Madrid 1954.
(17) Castelli, T. AroMv. fUr Mikrob., Bd. 20, 8.323-
342. 1954.
(18) Castelli, I. Aim. Fac. Agr. Univ. Perugia. Yol#-
n .  1955.
(19) Castelli, T. Riv. Vit. e Bnol. Conegliano, R. 4,
5. 1955.
(20) Castelli, T. I&igo, B. Ann. Fao. Agr. Univ. Pern
gia. Vol. n n .  1957.
(21) Castelli, T.; I&igo, B. Ann. Fac. Agr. Univ. Pe­
rugia. Vol. mi. 1957.
(22) Cruess, W.V. Calif. Agrio. Exp. Station {Berkeley)
Bull. 710. 1948.
(23) Del Giudice, B. Sicilia Agrio. e Forest. B.1. 1954.
(24) Del Giudioe, E. Riv. Vit. e Enol. Conegliano. H
10-11-12. 1955.
(25) Diddens, H.A.; Lodder, J. Die anaskosporogenen -
Hefen. II Hdlfte. Amsterdam 1942.
(28) Domeroq, S. These Univers. Burdeos 1956.
(27) Feduohy, E. Bol. I.B.I.A. N. 35* 1956.
(28) Feduohy, E.; Sandoval, J.A. Bol. I.H.I.A. n. 42.
I960.
(29) Florenzano, G. Ann. sperim. agrar. 3, 1949.
(30) Frobisher, M. Elementos de Baoteriologia. Sal vat.
1956.
(31) Graff, Y. Rev. Ferm. e Ind. Alim; Vol. 14, 1959*
(32) Guilliermond, A. Clef dichotomique pour le deter­
mination des levures. Le Francois. Paris 1928.
33) Hohl, L.H.; Oraese, W.V. Fruit Product. 20, 1940.
34) IMgo, B. Rev. Cienoia Aplic. Ndm. 63. 1958.
35) Ifiigo, B.; Arroyo, V.; Ripio, R. Pendiente de Pu-
blicacidn.
36) Ifiigo, B.; Arroyo, V.; Vazquez, D. Pendiente de
publicaoidn.
37) I&igo, B.; Vazquez, D. Pendiente de publicacidn.
38) Ifiigo, B. Vazquez, D. Microb. Espafi. Vol. HI. 1959.
39) Inst .Hal. Estadlstica. Anuario. Tomo ZXZIII. 1958.
40) Jorgensen, A.; Hansen, A. Hicroorganism and Fermen 
tat ion. London 1948.
41) Lodder, J. Die anaskosporogenen Hefen. I. Hâlfte. 
Amsterdam 1934.
42) Lodder, J.; Ereger -van Rijs, H.J.W. The Yeasts 
North Holland publ. Coop.Amsterdam 1952.
43) Malan, C. Acc. Ital. Vit. e Vin. Vol. III. 1951.
44) Maroilla, J.; Alas, G«; Feduohy, E. Anal. Centro 
Inv. Vin. Ndm. 1. 1936.
45) Maroilla, J. Tratado Pfactioo de Vitioultura y Bno
logia Espafiolas. Saeta Madrid 1949.
46) Mareca, I. Agriculture, 315, 1958.
47) Marques-Gomes, J.V. Anais Inst. Vinho. Porto. 10,
51, 1949.
48) Peynaud, E. Rev. Ferm. e Ind. Alim. 2, 1947.
49) Peynaud, E.; Domercq, S. Ann. I.N.R.A. Ndm. 4, 1953.
50) Piooi, G. Rioerca Soientifica, Ndm. 2, 1955.
51) Prostosserdov, N.N.; Afrikian, R. Das Weiland 5,1933
(52) Hlbereau-byon, J.; Peynaud, S. Ann. Inet. Paeteur
73. 1947.
(53) Rlbereau-Gayon, J.; Peynaud, E. Analyse et Contro­
ls des Vins. Beranger. Paris 1951.
(54) Mbereau-Gayon, J.; Peynaud, £. Tr&ité d'Enologie.
Beranger. Paris I960.
(55) Rooques, I. Rev. de Vitioult. 19, 1903.
(56) Rossi, G. de.Staz. Sperim. Agrar. Ital. Vol.L. 1917.
(57) Rossi, G. de. Morobiologia Agraria e Téonica. %
da. Roma 1959.
(58) Stelling-Dekker N.M. Die Sporogenen Hefen Amster­
dam 1931.
(59) Verona, 0. Ann. Inst. Pasteur. Tomo 82. 1952.
(60) Verona, 0. Ann. Fao. Agraria Univ. Pisa Vol. HI.
1951.
(61) Verona, 0. Acc. Ital. Vit. e Vin. Vol. III. 1951.
(62) Verona, 0. Ann. Fao. Agraria Univ. Pisa Vol. HI.
1951.
(63) Verona, 0. Piooi, G. Ann. Sperim. Agraria. Roma 1954
(64) Verona, 0. Piooi, G.; Melas-Joannides, Z.; Cami I
Ann. Fao. Agraria Univ. Pisa Vol. XVII. 1956.
(65) Verona, 0.; Piooi, G.; Melas-Joannides, Z.; Cami
I. Ann. Miorob. ed Enzimologia. Vol.III. 1958.
(66) Verona. 0. ; Zardetto, 0. Ann. Fao. Agraria Univ.
Pisa. Vol. XV. 1954.
